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¡ mn 1 887, dc ¡mix acuño el tcrniino simbiosis que definió corno dtw ¿u,~nnn¿tnkhwi~
tDJQIUU-h>klnIfljÚI wgw,tvne,¡ .. ‘organismos diltrentes que viven estreclrnmen:e unidos... Dc Barv
incluía dentro dcl termino tanto las asoeIaeiOncs mutualistas (en las cuales tos organismos implicados se
beneficiaban ¡nuwarnente de la asociación) como las parasíticos (en las cuales uno de los organismos se
beneficiaba en detrimento de los unos rn,eínl.>ros de la simbiosis). Aunque con poswnortdnd algunos
hquenologos luto titiIi/MdO corno sínoniflio simbiosis y mutualísnio. nosotu)5 preti~¡iunos mantener el
sigiiilietido inicial del ténnino, tal como sugieren algunos autores (lewis. ¡973, S¡anier d al, ¡977),
dado que el concepto de simbiosis no es discutible en las flSOCiflCiOIlCS liquenicas. peto lii naturaleza
mutualista o pn.í’asitar:a dcl sistema ha sido y es objeto de controversia (Kappen, 1994).
l..os líquenes Rieron descritos por primera vez corno asociación simbiótica en ¡867 por
Schwende.ner (citado por (inlur~. 1 989t hasta entonces hablan sido considerados como pituitas
difrientes cte las algas y los hongos. Desde que Rieron descritos el pasado siglo ¡insta el momento
actual. la ciclinición de “liquen ha sido modificada en numerosos ocasiones <Hawkworth, ¡988) así
como la naturaleza mutualista o parasitaria de Ud asociación <ver revisión Galun, 1989) Una de las
Últinuts definiciones ha sido propuesta por flawkworih (1992). describiendo la asociaciún cotila:
fin L’SftRb> n,uu~aIkaa, obligada L’col0gkYÁJnt~nW, entro un c.wbah¡tanw frrníado por un
hongo (tnirobionic) y i¡nc¡ ¡wbk¡c.’ión on~k>l>abik¡nfr ¡acalwn¿k¿ LtttnjceluIwlnt’I1fe ernwituhk¿ por
alguv unicelulares <>filan¡ut;tcv.us o por céluktv cñv¡ohcwieriaks (foiobionl4
La rererencia a una perspectiva ecofisiológica sugiere que la función y adapuición de la
simbiosis liquénicn pueden ser consecuencia de las condiciones ambientates a las cuaLes el holobionte ha
estado sometido, Este concepto concuerda con las teorias coevolutivas de Ahmadjian (1987>. puesto
que los liquenes han soportado desde su origen, antes de la separación del continente Godwana




Sin embargo. esta definición incurre, desde nuestro punto de vista, en errores o. cuando menos,
en una cierta ambigoedad dc concepto. Primero, porque muchos liqueiies eslail foritindos por ambos
ibtobiontes, cianobacterias y algas (Smith. ¡927). Segundo. porque no considera la presencia de
xenohnbuantes. tales corno bacíerias. que pudieran tener un papel anlirnicrobiano o evolutivo CE la
asociación <Zook. ¡ <>83 Y Y por óhimno. porque sm lugar a dudas, considerar 1cm liquenes COfliO
asociaciones mutualistas es una aseveración injustificada y discutible.
1.- LX SIMBIOSIS COMO MUTUALISMO
El inutualisnio en líquenes.. en sentido estricto, lleva iníplicito cl compOrtamiento ecofi&iólogvzo
sinérgico de los componentes del holobionte en beneficio de los simbiontes. Sin embargo. con
frecuencia es dificil establecer ese comportamiento, observándose tendencias antagónicas tales corno el
parasitismo del micobionte, o procesos que podílan interpíetarse corno mecanismos <le defensa-ataque.
El concepto mutualista cíe la simbiosis liquánica sc apoya Iundarnen¡almente en los estudios
ecofisiologícos y en las observaciones de la niorfologia y u¡tntestruetum del holobionte.
1.1. Estudios ecofisiológicos
Algunos autores consideran que el éxito biológico do ambos biontes incrementa en estado
simbiótico (Lewis, 1987; Smith y Douglas, ¡987), pernihiéndoles incluso sobrevivir cientos dc af¶os en
hábitat extremos tales como la Antártica (Besehel, ¡955). Sin embargo, una visión antropocéntrica de
las observaciones no siempre permite dar una interpretación correcta a los resultados puesto que las
condiciones fluctuantes de humedad, así como la carencia cíe nutrientes, no son situaciones adversas
para la simbiosis, sirio más bién condiciones necesarias para el establecimiento y mantenimiento de la
misma (Ahmadjian.. ¡962; Stocker-Wdrgotten, 1987>.
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Por otra parte. cabe plantearse si, en estas condiciones ‘extremas”, es tina ventaja pani el
tottibionte \iVII en simbiosis Al menos desde el punto dc vista general y atendiendo ¡sutilmente a
observaciones ecologícas. no hay evidencia de ello. Muchas cianobacterias y algas do ~4dalibre también
estkm presentes en los ambientes extremos donde viven los liquenes (Etiedman uf al, 1988) e incluso
algunas riíicrualwis tienen tiria dístribucion similar a sus homologas liquenizacias (Broady el aL, 1987).
Smith y Douglas (1P87) interpretan la simbiosis como un sistema mutualista considerando al
rurcobiorne como el huesped y al fbtobionte como al simbionte, sugiriendo que cl micobionte envuelve
al cndosirubíonte jugando un papel protector. Argumentan su teoría asegurando que el micobionte
mantiene y regula un óptimo de hidratación que permite al fotobionte realizar la fbtosintesis. Existe un
óptimo de hidratación por debajo y por encima dcl cual disminuiye la actividad fotosintétka, dada la
necesidad de agua para la Fotosíntesis, y porque al incrementar la presión hidmostñtic& atinienta la
resistencia a la dillísión dc dióxido dc carbono (Snelgar ci al.. 1981). Ante la pregunta de cómo es
posible que las algas liquenizadas puedan continuar fotosintetizando en condiciones de sequedad, en las
que las algas no liquenizadas son incapaces dc f’otosintet.ivu’ (Brock . 1975), aquellos autores
consideran que las algas en simbiosis se encuentran incluidas dentro dc la estructura ¡alma que contraía
y mantiene la humedad ambiental dado que el hongo es capaz de captar y almacenar el agua aunque
ésta sólo ocurre a lajas intensidades de luz (Oreen y ].ange, 1991), Sin embargo, las algas verdes de
vida libre también son altamente hidrofihicas (Bcnsch, 1966) y, por otra porte, no hay evidencias deque
el agua almacenada por el hongo pueda cederse y ser utilizada por las algas (Lange el aL, 1990). Por
otra parte, Vicente el al., 1988, descubrieron un mecanismo activo dc regulación hídrica en talos de
Ewrnk¡ prunastr¡, por disminución cíe la superficie evapotranspirante. Los poros corticales reducen su
superficie en paralelo con la pérdida de agua, con lo cual sc establece un sistema de conservación de
volumen que implica una tendencia a la esibuicidad. De esta forma, el talo hidratado presenta cl máximo
valor de área y el deshidratado el mínimo para un valor de volumen casi constante. Este mecanismo de
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cierre de poros, de disminución de aren evapotranspirante es dependiente de encrgía fotosintática y. por
tanto, dcl metabolismo del alga. Ante la implicación de ambos biontes en el sistema con
comportamientos aparentemente síncronicos, seda dificil establecer si se trata de un proceso mutualista
o de un tenoníeno (le coadaptación ante situaciones medio—ambientales de estrás hidrico.
Con respecto a la niovílíclad de los nutrientes, entre los simbiontes, es bien comiocida la
transferencia de fotosintetizados del lbtobiontc al micobionte. Los algas verdes transfieren
fUndamentalmente distintos tipos de polialcoholes dependiendo del 8enero del fbtobionte, mientras que
las cianobactemias excretan al medio glucosa (Cialun, ¡ 987). En algunas especies liquénicas. tales como
ladoina Ct)?l~N9lfltd, i~á5 dci <XMo cíe! carbono fijado en (‘otosintesis es transferido al mnicobionte en
breve espacio de tiempo (Smith y Douglas. 1987). Las algas pueden liberar también otras sustancias1
ales como vitaminas o níicronutíienbes necesarias para el desarrollo del micobionte,
En Mación a la movilidad cíe sustancias del hongo al autosimbionte, no hay evidencias cíe que
exista un paso dc nutrientes directo. Parece ser qt.¡e los requerimientos nutriciortales del alga quedan
sat¡skclíos con los minerales que arrastra cl agua de lluvia, En este sentido, Smith en 1962, remarcó la
capacidad dcl hongo para absorber iones minerales. Estos iones no se liberan en condiciones normales,
aunque pueden ser devueltos al medio durante un corto periodo dc tiempo, cuando los talos so
rehidratan muy rápidamente. Sin embargo, no existe evidencia alguna de que estos iones sean captados
por el fbtobionte, pudiéndose explicar como un lbnómeno dependiente de la presión osmótica sin
implicaciones fisiológicas. En cualquier caso, no debemos olvidar que existe un transporte desde ci
hongo liquenizado al alga dc sustancias tales corno ácidos fenólicos, poliaminas, etc, cuyo papel en la
simbiosis, según los diferentes autores, será expuesto posteriormente.
Los biontes autótrofos necesitan la luz para llevar a cabo la fotosíntesis; sin embargo, altas
intensidades de luz pueden conducir a la pérdida dc las condiciones lotoergónicas. BtIdel (1990) sugiere
que el engrosamiento del corta superior en el liquen I>ohuk¡ puede ser un mecanismo de protección
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por parte del hongo Sin embargo, existen otras cianobacterias de vida libre que viven en las mismas
condiciones que las liquenizadas y que carecen dc esta supuesta protección. En realidad, parece que las
cianobacrerias tienen su propio mecanismo de control, realizando la fotosíntesis sólo a primera liaras de
la mañana y reduciendo su actividad tiente a altas intensidades dc luz <Wessels y Kappen. 1993). Los
fenoles, st¡stancias sintetizadas fUndamentalmente por el hongo. cristalizan en el cortex superior por lo
que rambien se ha postulado que pueden actuar como pantalla protectora (Rundel. ¡978). aunque
recientemente se ha descrito fotoinhibición en liquenes que presentaban esta supuesta pantalla
(l)emming-Adamns cml., ¡990). Por otra patie, una elevada producción de ácido úsnico fue observada
por Ahunadjian y Jacobs (1985) en resistesis liquánica a bajas intensidades de luz. Por tanto, el papel
pr~t~ctor de los fbnoles quedada reducido a la luz ultravioleta puesto que tienen un máximo de
al)sorcion entre 270-290 nni (Pedrosa y l.cgaz, 99 laY Además, la sintesis dc ibnoles y su movilidad
estñn reguladas por litocromno (Mawos e, cl., 1993), Aunque el movimiento de fenoles se lleva a cobo
prererentemente liada el cor:ex, parte de ellos quedan retenidos sobre las paredes del fotobionte
(Ahniadjian y Jacobs. 1985; Honegger, 1986; Avalos y Vicente, ¡987) e incluso penetrar en el interior
del alga (Avalos y Vicente, 1987). Aún esta entrada, es regulada por fitocromo, ya que el fotorreceptor
activa tímía adenilato ciclasa alga] (Segovia y Vicente, ¡994) cuyo producto facilita la penneación de los
fenoles. Por tanto, la síntesis de fenoles no puede considerarse en si misma como un mecanismo de
protección del hongo hacia cl alga
En relación con el requerimiento de dióxido de carbono por parte del alga para llevar a cabo la
fotosíntesis, se ha demostrado que en talos altamente hidratados la difusión de dióxido de carbono se
reduce de forma que el carbono incorporado por el alga procede en un 70% dcl producto de la
respiración del micobionte medular (Snelgar an Orcen, 1981). Sin embargo, el n’iicobionte no




1.2. Estudios morfológicos y estn¡cturales
Algunos autores consideran que la estructura de los liquenes con estratificación interna
(lieterómeros) es cl resultado de un proceso mutualista entre cl exohabitante y cl endohabitante. El
hongo sc íisocm con una poblacion cíe algas que deben mantener su capacidad ¡Utosintático de forma
díue el hongo este obligado a asegurar tina adecuada iluminación, ibeilitar el intercambio gaseoso, etc.
1 kneggcr <¡990) postula que las presiones selectivas habrian conseguido que el micobionte se
dispusiera en una estructura tridimensional adecuada como sopone de las algas, en la que éstas podrimi
llevar a cabo los procesos de crecimiento, mantenimiento y control Sin embargo, esta autora considera
que las simbiosis no estratificadas, flíndamentalniente liquenes crustaceos (homnómeros), que incluyen a
la mayoría de los liquenes, pueden ser consideradas como sisteirías simbiontes primitivos en los cuales
el hongo sc campada como un parasito frente al fotobionte (Honegger, ¡991> En relación con ésto,
algunos autores consideran que la disposición de las algas en talos heterómeros puede ser el resultado
dc un mecanismo directamente dependiente del fotobionte. Molina y Vicente (1994>, describen el
lototropísíno positivo de una población de i>tbouxia en el liquen Wnea a¡¡nvufia—axiftn de tal forma
que las algas son capaces de moverse del talo al apotecio dependiendo dc si la luz incide directamente
sobre una u otra estructura dcl liquen. Este fototropismo positivo bien podría interpretarse como relicto
del pasado de vida libre de los autobiontes. Aunque la estructura tridimensional del talo depende
fUndamentalmente dcl hongo, no está claro que mecanismos determinan este proceso aunque íi~~cc
que cl fotobionte esté directamente implicado en ellos. Las observaciones de Stocker-Wtsrgotter y TUrk
(1991) parecen confirmar esta teoria. Sin embargo, hasta el momento no han sido descritos los
mecanismos que regulan la estratificación de los talos heterómeros y la disposición de los fotobiontes en
capas o agregados. Por tanto, las conclusiones que afirman el mutualismo dc los liquenes argumentando
sobre estas observaciones deben ser tornadas con cautela.
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Ante las exidencias expuestas, resulta difleil asegurar la naturaleza mutualista de la simbiosis cii
líquenes. El hongo no puede ser considerado el huésped, como sugieren Smith y Douglas (¡987). dado
que en las simbiosis vegetales dicho huésped es cl donador de carbohidratos, en el caso de los liquenes.
el totohionte. (k>nsiderar al micobionte como huésped por el hecho de constituir el mayor porcentaje dc
la biomasa del liquen (en .Xi purieti¡k¡ el 47?b está constituido por el micobionte fmt1te al 7% dIal
¡Utohionte), tampoco es mitia razón de peso, puesto que, son muchos los ejemplos dc la naturaleza en los
que el huésped es más pequeflo que el parásito.
1.a naturaleza parasitaria o hemiparasitana del holobionte parece tomar cuerpo ante las pocas
evidencias claras de mutualismo. Esta hipótesis se apoya, además, en los numerosos trabajos publicados
en relación con los procesos de regulación entre los biontes.
2.- SISTEMAS DE REGULACION EN SIMBIONTES
La existencia de hongos parásitos que posteriormente pueden liquenizarse asi como el
comportamiento parasitario de algunos liquenes, talos como (fljph<.¡wltix, han hecho sospechar una
“vocación” parasitaria del micobionte en simbiosis (Qn y Scheidegger. 1992), Sin embargo, las
evidencias más claras de este comportamiento sc obtienen al analizar los diferentes mecanismos dc
regulación entre los simbiontes.
2.1. SíntesIs de compuestos secundarios
Los fenoles son compuestos aromáticos formados por dos o tres anillos fenálicos enlazados por
oxidaciones y uniones ésteres. Algunos son sustancias propias dic los liquenes (Elix y Whitton, ¡984),
aunque ciertos hongos no liquenizados producen compuestos similares (Culberson, l%9. El papel
protector de los fenoles frente a altas intensidades de luz ha sido discutido anteriormente. Sin embargo,
los fenoles parecen tener capacidad herbicida y antimicrobiana (Rundel, 1978; Vartin, 1973> cuyo papel
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ha sido interpretado conio protector frente a depredadores e infecciones bacterianas. En este sentido, es
intelesante desurctu que los fenoles pueden ser incorporados al interior del alga produciendo fenómenos
flc*xidas (Avalos y Vicente., 1987) En relación con esto, (‘ulberson y Ahrnadjian (1980) postularon un
mecanismo de dctbnsa por parte del ¡Utobionte. Muchos productos liquénicos. tales corno dépsidos,
dcpsidonas. etc. proceden de un ácido fénólico común, el ácido orselínico, En hongos no liquenizados,
estos precursores originan compuestos altamente ficocidas, tales corno quinonas que proceden Ch) la
descarboxilación del ácido fbnólico, Parece ser que, en los cloroliquenes. las algas imihiben tal
descarboxilación desviando la mta hacia la producción de compuestos menos tóxicos que se acumulan
en la superficie de las paredes del alga y el hongo. La naturaleza del inhibidor no está descrita pero se
postula que seria una molécula pcqLIefla que competida con el ácido orselinico por el centro activo de la
desearboxilasa. En este sentido, Kinraide y Alimadjian, (1970) proponen que cl ácido úsnico podría ser
un producto “de desecho” del precursor tóxico.
Por otra parte, algunos fenoks, tales como el ácido barbático, sólo se fbrman en estados de
resintesis o en el liquen natura] (‘ladonia crixicuella, pero no en cultivos aislados del micobionte~
independientemente de los nutrientes disponibles en el medio de cultivo, lo que demuestra la
implicacion del ¡Utobionte en tal proceso (Honegger y Jutasi, ¡990).
2.2. RegulacIón de la síntesis y transporte de totosintetizados
los compuestos liquánicos influyen en la penneabilidad de los fotobiontes y afectan a la
regulación enzirnética de férma que se establece un complejo control resultado de la relación entre los
carbohidratos sintetizados por el lbtobionte y los fenoles producidos por el micobionte.
La L-arginina es un aminoácido que puede acumularse libre en el talo de muchas especies
lidludnicas (L~cgaz e! al,, 1982), así como alnmcenado en vacuolas en algunas células f’úngieas (Weiss y
David, ¡977). Este aminoácido puede ser hidrolizado por diferentes isofonnas de arginasa (lsgaz y
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Vicente. ¡983, Planelles y 1..egaz. ¡087. Pedrosa y tegaz, 1995) para producir 1.—omitina y urea o
deseorboxiludo por una arginasa sintetizada fundamentalmente por el fbtobionte. pani producir
agnultina (Vicente y Legaz, 1081). la cual es más ¡arde hidrolizada produciendo putrescina y urca
(Vicente y 1 .egat ¡082). ¡ <os talos que condenen algas verdes corno (‘otobionte producen urcasa
inducida por urea (Shapiro, 1 <>77; Vicente d aL, 1983) asi como por rehidratación del talo,
posiblemuente como resultado dc la movilización dc urea cristalizada en el mismo (Rodríguez y Vicente.
19<> 1). si bicn el contenido hídrico de los talos y la secreción de ureasa no esta clara (Perez-Urria el al.,
1993) 1 ~aurea es hidrolizada por urtasa. rindiendo amonio y dióxido de carbono La actividad de esta
enzima tiene dos vías de regulación fUndamentales. Un exceso del aminoácido induce un represor de
urcasa el cual ha sido caracterizado en lórrnia pr¡mastri descrito corno una proteína de 167 kDa
(Perrez-Urria c¡ al., 1089) y en l>sc¡ul<w~vr,Úafrrfrracea como una proteína de 720 kDa lbmiada por
cuatro monómeros dc 87 kfla y cuatro monómeros dc 91 kDa (Avalos el al., 1985) Por otra parto, el
dióxido dc carbono producido por la hidrólisis de la urea puede ser utilizado en la producción de
timoles liquánicos. Cuando talos de hn~n;ia prwwasiri sc incubaron con ‘4C’—urea, aproximadamente el
50% del ‘t fUe incorporado en el esqueleto carbonado do los fenoles (Blanco e, al., 1984). Estos
compuestos inhiben la actividad ureasa Pi i’itm al bloquear gnipos dales de la proteína (Vicente. 1985).
l.os fenoles son sintetizados flmdamentalinente por cl inicobionte y secretados sil medio extracelular
(lOmide cristalizan sobre las paredes dc las hifhs y las algas (Honegger, 1991). Por otra parte, la
produccion (le ureasa corre a cargo fUndamentalmente CH alga (Mosbach, 1973). En condiciones
naturales puede ocurrir inhibición de la enzima del fotobionte dado que la mayor parte se localiza en la
pared y puesto que una pequeña parte dc los fenoles pueden entrar dentro del fotobionte (Avalos y
Vicente. 1987; Legaz y Vicente, 1989). Por tanto, el micobionte puede regular la producción de
tbtosin¡etizados. Un exceso en la concentración de carbohidrAtos se reftdarla en un aumento en la
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concenríacion de fenoles, los cuales son secretados al medio, inhibiendo la actividad ureasa y regulando
asi la producción de dióxido de carbono y por tanto, la sintesis de compuestos carbonados.
1 na prueba adicional del fUerte control del micobionte sobre cl tétobionte en el síntesis de
cmboliidnitos índica en la evidencia experimental de que los fotobiontes (tanto cianobacterias 00<110
nígas verdes) unicnmenle segregan carbohidratos al medio, aproximadamente el 90% de los
to¡osintctividos, en presencia del componente tbngico Cuando los fotobiontes eran aislados y
mantenidos en cultivo, la secreción de polialcoholes disminula con el tiempo hasta quedar reducida al
5% (Smith, 1974). En este punto. cl comportamiento de los fotobiontes se asernoja al dc otras algas no
liquenizadas. Por tanto, cabe sospechar la existencia de un mecanismo Itíngico que ihvorcccrin o
activarla el transporte de polioles al micobionte, Smith y Douglas (1987) proponen que el ribitol puede
ser la molécula señal que induzca íd muicobionte a establecer la estructura tridimensional que soporte la
población de algas. Sin embargo, la adición de ribitol a los medios de cultivo no favorece esta
estrncturación (Ahniadjian, ¡992)
2.3. SíntesIs cte pollaininas y su regulacióíi
Las poliaminas (putrescina. cspcrnxidina. espermina y codaverina) son cationes alulTíticos
multi’%’alentes que tienen dos, tres o cuatro cargas positivas a pH fisiológico. El papel de estas moléculas
en plantas superiores es variado, Se han relacionado con procesas de embriogénesis y morfogéncais
(Santos cm al., ¡993; Chi cm al., 1994), procesos de floración y diferenciación (Calibro el al., 1994;
Calibro y Vicente, 1994), maduración del fruto (Escribano y Merodio, 1994), ciclo celular de cultivas
sincrónicos de ciertas algas (Kotzabasis y Senger, ¡993), etc. En el alga marina 1) una/ielk¿ ¡>riniolecia
se ha observado un aumento en la actividad fotosintética, concentración de clorofilas y A’IP
consecuencia del incremento de putrescina (Hourmant el al., 1994). Sin embargo, el papel dc los
poliaminas en los procesos de senescencia son confUsos. Las polianxinas inhiben la senescencia en
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¡‘lantas superiores (Flirecka ci al., 1091, Evans y Malmberg. lOSO; Slocum cm al, ¡084). aunque ésto
wuece depender del origen de las poliam¡nas, puesto que la putreseina endógena ibvorecen la
senescencia (Kao. ¡ Q’)4) mientrus que la exógena, inhiben el proceso (Kao, ¡993),
En algunos casos, las poliaminas se han descrito como moléculas tóxicas a determinadas
concentraciones Ciunrino y Cohen (¡979 n.b). describen este efecto en cianobacterias observando una
marcatía conjugación cíe poliaminas a ribosomas y la disminución en la cantidad de DNA y RNA
celular. 11)avid y Ristow (1989, ¡ 001), describen un complejo mecanismo de control de la concentración
de polinminas endógenas en Neurasp»v <‘ntw~ dado que el aumento en la cantiací de putrescina inhibe
cl crecínuento. El conocimiento fisiológico del erecto de estas moléculas en liquenes y otras
cnptoganras es hasta el momento reducido. Stanislaus y Maravolo (1994) encuentran en talos (le la
hepática Akwc/k¡núa j~¡nunpha un aumento concomitante en la concentración dc clorofilas y
putrescina. considerando que las poliaminas actuan corno radicales libres regulando procesos de
oxidación (Dmlet ci al., ¡086) y uniéndose en forma catiónica (a pH fisiológico) a proteasas, regulan
procesos degradarivos (Kaur-Sawhney y Galston, 1986). Por otra parte, Legaz el aL, (1985), observan
que la incubación dc talos dcl liquen lóvnñapn¿nav¡r¿ en putreseina aumenta la secreción de ribitol al
medio por’ lo que estos autores suponen que la putrescina activada la conversión de fotOSifltCti4AClOS ft
ribitol y más tardo la célula los segregada Dado que el micobionte es el principal productor de
ín¡trescina (Escribano y Legaz, 1988), cabe plantearse que fuera esta la molécula que activara la
Secreción cíe ribitol permitiendo así el transporte de fotosiritetizados dcl alga al bongo. Esto explicada




2.4. Control sobre el fotobionte mediante el desarrollo de haustarios
los haustorios son prolongaciones o proyecciones de las lii las del micelio tbngico que petretran
o contactan estiechaniente con el bionte autótrolé. Estas prolongaciones haustodides y los apresorios
han sido tradicional¡nenre descritas en hongos parásitos (Edward y Alíen, 1970; Emmett y Parbcry,
¡1)75) y estan relacionados con los procesos de patogénesis e infectividad lúngica.
l~n líquenes. la naturaleza <leí contacto parece depender de los biontes. el hábitat y la
complejidad estructural del simbionte, siendo más frecuentes en ambientes secos y en liquenes
homómeros (Galun y iiubrick, 1984; Ilonegger. 1987). Los haustonos intracelulares írnrecen ser
propios de lk¡uenes más primitivos (Tschemrak, 194 1) mientras que los intrapanietales parecen ser más
frecuentes cmi lic¡uenes heteromeros, ¡irás evolucionados (Malachowski u! ezí.. 1980). Sin embargo, en
todos los casos se detectan actividades en?~rnñt.icas, ácidos grasos, poliesteres.. as¡ corno productos
secundarios cristalizados en la superficie tic contacto de estas prolongaciones con el fotobionte
(1 Ioneg.ger. 1986).
Sorprcndcr’ítemcnte, las especies liquénicas que contienen algas dcl género C ‘twa>tnyw y
algunas que coritienen algas verdes nunca presentan prolongaciones haustoriales. Se observa un
contacto entre las paredes de ambos simbiontes pero no se desarrollan este tipo dc uniones estrechas.
Este hecho se ha correlacionado con la presencia en la pared del fotobionte de un policarotenoide
altamente resistente a la descomposición de tipo eruimático inducida o provocada por el micobionte
que sc denomnina esporopolenina y se ha interpretado como un mecanismo de defensa por parte del
(Utobionte (Honegger y 13íunncr, 1981; Brunner y Honegger, 1985). Como en otros sistemas huesped-
parásito, sc puede detectar entre los Ilquones la tendencia evolutiva a la reducción dc la virulencia en los
ataques al ficobionte. La selección natural ha fhvorecido las lineas del hongo que no provocaban la
muerte del fotobionte puesto que en estos casos, la eficacia biológica del micobionte es mayor dado
<¡tic la muerte del huesped conducirla a la muerte del parásito.
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En 1<481, Ahmadjian y Jaeobs encontraron que el micobionre era más virulento tiente a sus
propias algas en cultivo que en estado natural provocando penetraciones más prothndas. aunque en
cultivo el numero de células que presentaban haustorios era menor probablemente porque el fotobionte
es cnpai de dividirse más rápidamente al no soponar el control directo del micobionte. Un liquenes
existe una alta vanabílidad genética que se refleja en la velocidad de desarrollo y la heterogeneidad
iso/4nlatica entre distintos clones de mícobionte procedentes de distintas uscosporas (Fahselt, 1985),
Esta vadabilidad genética, propia de los organismos con reproducción sexual, se hace extensible al
polimorfismo encont indo en relación con la virulencia en el micobionte, de forma que las lineas más
vn.¡lcntas han sido y son seleccionadas en contra. Esta argumentación pcrniite interpretar cómo los
liquenes menos evolucionadIos presentan lineas itingicas mas virulentas, es decir, con penetraciones más
profUndas (Tscherwak, 194 1), níientras que los Ilquenes estratificados parecen desarrollar lineas menos
virulentas, donde son poco frecuentes los imustorios intracelulares. La situación de equilibrio puede
romperse por diversas causas; de hecho en el liquen (‘ladonia crístatella aproxiiiiadamemite el SOY/o de
las células fbtosinréticas presentan haustorios y sin embargo, tienen un aspecto sano. En contraste, al
ponerse en contacto dos cultivos aislados de los biontes sc observan células algales pemíetradas y
muertas quizás porque la compatibilidad o resistencia de las algas no es permanente (Ahmadjinn y
.lacohs, 1981).
Aunque las funciones dc los haustorios no están ciaras y pudieran ser diversas, parecen existir
evidencias dc que la fUnción primordial de estas zonas de contacto intimo no es la transferencia de




2.5. Regulacióii de la población dci fotobionte
l)e acuerdo COfl Hill (1<485) y 1 ¡onegger (1991). la población de fotobiontes sc multiplica más
rníiidamente en los márgenes (leí talo, permaneciendo constante en el resto del liquen Una cuestión a
resolver es si el mantenimiento dcl número de fotobiontes es el resultado dc la longevidad dc los
totobiontes establecidos o consecuencia del reciclaje de fotobionmes por división celular, es decir, si las
células muertas son sustituidías por nuevas células. los trabajos publicados en este sentido parecen
confirmar la primera hipótesis Estudios en P¿v7ne1k¡ ctqn’wt¿¡ (Slocum ci al., 1980) demostraron que
durante un periodo (le tiempo previamente establecido habla muy pocas divisiones celulares en el
fomohionte, De 184 células elegidas al azar, sólamenme se observó un aplanosporangio. Similares
resultados sc obtuvieron en otras épocas del aflo. Parece, por tanto evidente1 que el control dc la
división celular del fotobionte va más allá de las presiones ambientales. Es posible que el micobionte
produzca ciertos inhibidores que regulen el número y distribución de los endosimbiontes 1lonegger
(1987) establece que el crecimicnto de los fomobiontes en zonas dcl talo alijadas de los márgenes so
desarrolla lentamente y con dificultad y postula la existencia de algún mecanismo inhibitorio cuya baso
molelcular se desconoce ¡i¡ista cl momento. En este sentido considera que los fenoles pueden estar
implicados en este proceso apoyándose en observaciones ultraestructurales (ilonegger, 1991). Por otra
parte. esta autora, en 1984, observó como las hifas haustoriales penetran los aplanosporangios antes de
la rotura de la célula madre, permitiéndole ponerse en contacto directo con las algas antes de su
dispersión al azar, Esto ha sido explicado conio un posible mecanismo de regulación en la distdbuckin
dic los endosimbiontes en el talo.
Una característica especialmente interesante es que los fomobionmes en simbiosis liquénica han
perdido su capacidad de reproducción sexual y por tanto, no existe recombinación La única fUente de
variabilidiad genética ha qucdado reducida a la mutación. Por tanto, podemos considerar que estas
poblaciones tiene un grado de polimorfismo prácticamente nulo, Desde el punto de vista evolutivo, esto
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sii~niificai que íx~siblemente están bien adaptadas a su cndohábita¡. pero su capacidad de cambiar y
ocupar otra hábitat diferente del actual, es decir. el talo, es muy pequeña. Esta reducción de la
st’\ualidad dcl tbtobíonte puede haber sido inducida o controlada por el micobionce (Kappen. 1994). El
niicobionte, sin entargo. al menos potencialmente, mantiene su sexualidad tal como de.tnuestra la alta
\ElnUbilidlld genético observada y las diflzrencias de tal variabilidad entre liquenes de la misma especie
sexuados y asc.xuados (Fashelt, 1987; ¡laggeman y Fashelt. 1990; Fashelt. 1991) Por otra parte, las
observaciones en la naturaleza descritas por Ott (1987 a y b) donde el micobionte de Y ¡x¡rieiina es
capaz de capturar lotobiontes de i>kíwcia, J>anflt!lia y J<iurnh¡ pudiendo formar simbiosis con
l>úbouxu, y l’scudauvMuxk¡ demuestran su baja especificidad y la posibilidad dc reproducción
sexual la presencia dc tal variabilidad! genética es condición indispensable para la evolución y por tanto,
neces~tiia para atiaptarse ante posibles cambios (Marincovie y Ayala, 1077).
Otra posibilidad, puesta recientemente cíe manifiesto, es el movimiento de material genético a
través de los espacios intracelulares. La hipótesis considera a los fotobiontes simbiontes obligados por
modilicacion genética tic un ancestro <le vidia libre, Ple¡¿rasin¿u¡ (Ahmadjian, ¡988) El análisis de DNA
de clones tic ( Inc/anta créstaielIa en gradiente dc clomro de cesio revela la aparición en algunos clones
de bmnídas cíe DNA semejantes a plásmidos cuyo tamaño se estima en 25,6 Kb Estos fragmentos
podilan considerarse, al menos potencialmente, factores de transibnnación génica de un simbionte, el
alga, por el micobionte, hipotético emisor del plásmido (Ahmadjian eral., ¡990).
3.-FOTOBIONTES COMPATIBLES E INCOMPATIBLES
Existen una gran cantidad de datos indirectos que sostienen la idea de que los líquenes
constituyen una simbiosis altamente especializada.




— ¡ as algas de vida libre creeen en los mismos hábitats que los liquenes e incluso encima o
debajo de ellos, pero rara vez son incorporados a la simbiosis e incluso si se incorporan siempre
están más deslhvorecidas en la asociación que los fotobiontes (Smith, 198 1 Y
— los tétobiontes, especialmente Ih,bouxia y Pw¡ul.nrebcn¿via, rara vez se dIesarrollan en la
naturaleni como algas de vida libre.
- Aproximadamente existen 34 géneros conocidos dc f’otobiontes y 13.00 especies de liquenes
(Ahmadjian, 1982) sin embargo, del 50—70% de las asociaciones liquánicas tienen como
totobionte especies dc dios géneros: irchcnwa y Pwudairebouxia.
¡:1 reconocimiento dc los simbiontes en los primeros estadios de la asociación ita sido tino de los
puntos más estudiados con cl fin de verificar cuál ha sido el origcn de tan alta especificidad y si en los
liquenes con reproducción sexual como X p¡richna los primeros estadios son importantes para el
mantenimiento de la simbiosis (Ahmadjian, 1967; Bubrick el al, 1981). Los estudios se han rc~dizado
desde dos puntos de vista no necesariamente exeluyentes: La resintesis liquénica y la producción dc
lectinas, En ambos casos sc trata do mimetizar situaciones hipotéticas de reconocimiento inicial
3.1. Prucl>as derivadas de los estudios de resintesis
1 ~ostrabajos más importantes en este sentido han sido llevados a cabo por Ahmadjian y sus
colaboradores, En 1981, Ahmadjian y Jacobs describieron los primeros momentos <leí contacto alga—
hongo en la simbiosis liquénica. Las observaciones con microscopia electrónica de barrido revelaron
como las hifhs recubrian completamente los fotobiontes y las rodeaban con una matriz extracelular de
origen Itingico de fornía mucho más drástica de lo que se observaba en los taJos naturales. Sin embargo,
este comportamiento del hongo no parecía estar determinado por ningún tipo dc seflal procedente del
fotobionte, puesto que estas escuámulas iniciales se fonnaban de igual manera alrededor de esferas de
cristal incite entre 10-15 mm de diámetro. Este comportamiento puede compararse al de algunos
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hongos Ímtogenos. Conidios de A Iag¡cqxnhe gr¿vca (¡lamer c¡ al,, 1(188) y propágulos de (IrOflUXXk%
ajyk’ncñtulwux (Epstein c¡ al,, 1 ‘>87) son capaces de unirse fliemiemente a superficies inertes tales como
el tellon. polietileno. cristal, etc listos autores sugirieron que este tipo de uniones hidrofbbicas pueden
estar implicadas en el reconocimiento del huésped en los primeros momentos del contacto.
En el caso de la resintesis liquénica. tías el primer contacto se desarrollaban haustorios que
penetraban las células del fotobionte conduciendo a la muerte de aquellas incompatibles En este
sentido, el número de haustorios encontrado en resintesis era menor que en simbiosis natura].
probabienwnte porque la velocidad dc división era más alta y ésto no facilitaba el contacto Cuando el
mícobionte cíe < ‘1w/unía cr¡statella sc puso en contacto con algas del mismo genero que su íbtobiorite
natund y con algas de distinto género e incluso con algas de vida libre, los primeros contactos sc
produjeron en todas pero los procesos de resintesis posteriores sólo se llevaron a cabo con fotobiontes
del mismo genero que el endosimbionte; en el resto de los casos, las hitas penetraban las céhílas hasta
que provocaban la mtiertc del alga.
Este comportamiento hace sospechar que la diferenciación entre células compatibles e
incompatibles no ocurre en los primeros estadios del contacto o están implicadas otro tipo dc señales
(quizás hidro(bbicas) que fhvorccen cl contacto pero que no son especificas. Parece que la selección
natural actuarla en los siguientes estadios del desarrollo tales como la morfogénesis y rediferenciación
del holobionte (Ahnrncijian. 1992) Por oua parte, el c!esan’ollo de haustorios que penetran y dan muerte
a las células no seleccionadas puede ser un reflejo dc la virulencia no atenuada hacia fotobiontes que no
han coevolucionado con el micobionte, es decir, que han sido puestos en contacto con cl micobionte
recientemente, tal como ocurre con otras relaciones parásito-huesped (Ahnmdjian, 1987),
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.3.2. LeetInas de ¡¡quena. ¿Proteínas para el reconocimIento de fotobionles compatIbles?
Desde que Stil¡mark en ¡888 (citado por Andrews. ¡992) describió la caractesistica
hcmagtuíinanw dc cienos extractos do Jtici¡rns comnrnnls. ciemos de plantas han sido examinadas con
objeto dc anali.tar esta posible actividad frente a eritrocitos humanos(Makella, 1957).
las SuStancias aglutinantes fueron denominadas lactinas dcl latin kgenr que significa leer.
seleccionar o elegir (lloyd y Shapleigh. 1954). En ¡963, Boyd definió las lactinas como sustancias de
origen vegetal con capacidad aglutinante y con un alto grado de especificidad hacia gmpos sanguíneos
de eritrocitos humanos y animales. Sin embargo, ante el descubrimiento de proteínas y glicoprotoinas
con sit~iilar especificidad y reactividad frente a determinados antígenos de carbohidratos do la
membrana plasmática de distintos eritrocitos humanos, so revisé la dofinición del término. Goid y
flalding (1975) propusieron que las ¡ectima eran proteínas especificas de receptores unidas a un ¡tato
glicosidico (glicoproteinas). siendo capaces dc intoractuar ospecificamento con azucares o sus
derivados La definición no discriminaba entro glicopromeinas do origen animal o vegetal.
Las primaras extracciones y pwiflcacioncs pardales dc ¡cetinas en ¡¡quenas se realizaron en la
decide de los sesenta (Estola y Yarda, ¡955). Más lardo, Lockhart cf aL (¡978), describieron una
¡cetina parcialmente purificada como proteína implicada en el reconocimiento de totobiontes dcl ¡alamo
liquen, verificando Ii naturaleza fibigica de esta proteína En 1980, Bubrick y Galun aislaron y
purificaron parcialmente una ¡cetina del liquen Xanihorlaporlnlna a la que denominaron aI~qvuI 61>40<
prowin (AIW), confiriéndolo un papel do reconocimiento de ibloblontes compatibles en los primates
estadios do mimesis dcl liquen en cultivo, reconocimiento que no ocurría en fotobiontes recten
aislados.
Poal (¡979), establece la importancia do la superficie de los Montos en el establecimiento inicial
de otras simbiosis con células dc <i’hloro/sydra. Bubrick y Galun (1980), consideran que, de ¡bmia
similar, la superficie do contacto (pared celular) entro los simbiontes puede tener una importancia
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en el inicio de la simbisis. Iiubrick el al. (1981) locaiizaron esta lectina en la pared dcl
mícobionte, tanto en talos intactos como en cultivo diel hongo y apuntaron la naturaleza glicosidica del
receptor en la para! del tbtobiontc (t3ubrick cí al.. 1982). Todos estos trabajos y los posteriores
coinciden en que la proteina solo era capaz de unirse a f’otobiontes en cultivo ~erono a f’otobiontes
recíen aislados postulando que la simbiosis provoca diférencias cii la estnictura (Honneger. 1984) y
cornpos¡cíon de la pared celular del tbtobionte(ilubñckexa/, 1982; Marx y Peveling, 1983).
Cialun vial, <1<184) y i3ubrick vial. (1085) describen la ABP corno una proteína glicosilada de
níuoxim.adamcnte 12-13 kDa con capacidad cíe unirse dic fbrnrn especifica a algas compatibles en
cultivo Sin embargo, estos restíltados son contradictorios. En 1980, ¡3ubrick y Galun muestran <jite la
lectirut de ,~hnihor&¡ porwhna se une de forma específica al fotobionte de este liquen y dc otros
tilogúnicamnente proximos tales como (‘a/aplaco aumafla y (‘a/aplaco cítrica pero no lo hace sobre
paredes celulares de fbtohiontes cultivados previamente aislados de especies no relacionadas (Ck¡donia
cunndu¡a, 1?¿¡n¡alina <Juriad, J?cm;alinapollinaria). Posteriormente, estos autores (Galun vial.. 1984)
encuentran un porcentaje dc unión dc la lectina a fotobiontes cultivados de Aaniharw /x¡rié’1n¡a del
1 ~ pero sólo un 9,4% a ¡‘otobiontes de >.hnthoria sicincñ, porcentaje incluso inferior que el
obtenitlu frente a fhtobiontes dc I>ftv.wotuia¡>uhurulunia, más alejada filogenéticaníerite de X parietitw¡
que .Xsw»wn.
Resultados similares a los expuestos se obtuvieron cuando se alsló una leetina de Nepliroma
krwgauan (cianoliquen) estableciéndose la importancia de la naturaleza y estado fisiológico del
fbtobinnw en la interacción cianobacteria-lectina (Kardish ci al., 1991).
Por tanto, la cuestión de si las lectinas son proteínas dc reconocimiento en la simbiosis liquénica




4. VI. PAPEL. DF. LAS LECTINAS EN LA ASOCIACION Rl,iwhium-
LEGUMINASAS Y OTRAS SIMBIOSIS
4.1, Rh¡zohlunt—legi¡mninosas
El papel de Itis lectínas en este tipo de asociaciones resulta también diticíl de establecer. Los
primeros experimentos que relacinaban las lectinas con la interacción especUlen entre las leguminosos y
las bacterias dcl género Rinzohí¿ml y I*yk/vrhizolflum Rieron realizados por lioIdool y Schmid (1974).
Estos autores encontraron que lectinas aisladas de soja se unjan a 22 de entre 25 cepas de J?hizohi¡¿m
capuces dc nodular con la propia s~a peto no se unian a 23 cepas no nodulantes con dicha leguminosa
Sin embargo, otros experimentos no ofrecían una correlación directa entre la unión dc la lectuna y la
especificidad cíe la adhesión. Por ejemplo, Dauc> y Hubbel (1975) publicaron que la concanavalina A,
aislada cíe < ~Jtk¡ítI/h¡ t’nM/brnsLv, era capaz de unirse a 19 cepas cíe RJffrobiun; pero sólamente dos de
ellas cran capaces de lbrníar nódulos con la planta de la cual se extrajo la lectina Otros investigadores
demuestran que algunas lineas de soja pueden nd>dt.ílar satisfactoriamente sin cíctectarse lectinas en su
mu. Estudios más recientes muestran que la unión de la lectina a Rhizohiwn varia con Ira edad del
cultivo y las condiciones ambientales, lo cual podria explicar los resultados contradictorios
anteriornwnte expuestos Son pocos los estudios que aportan datos pum establecer una hipótesis
genenLí entre lectinas y especificidad de la unión a bacterias susceptibles dc formar nodulacionos
efrerivas. Por tanto, la tendencia general es no establecer una relación inmediata lectina-nodulación
(Etzkr, 1085). No obstante, algunos experimentos parecen indicar especificidad cii la unión Yt(/bhínn
produce una botina , trifoltina A localizada en el extremo de los pelos radiculares, que se une
específicamente a fi. ¡cg»rninawn¡n¡ var ir¿Ib/ii pero no a 1?. nwIiloU. Esta lectina se une a 2-
desoxiglucosa, monosacárido que inhibe la nodulación y además extrae la lectina de la pared La unión
de l.a bacteria al pelo de la raiz so realiza gracias a enzimas segregadas por dicho órgano que modifican
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la capsula dc la bacteria Por otra parte, existe una correlacion entre la perdida de trifoliina A en la raiz y
la reduccion de la adhesión de la bacteria (Dazzo y Truchet, 1984V Diaz ¿‘t al, (1<)89) demostraron la
i¡nplic~ício¡i directa de la lactina en la nodulación utilizando técnicas de ingeniería genética entre dos
xwicdndes de la misma especie k Iegun;inosorum var vicae que nodula con guisante y fi.
kgum¡~n~‘ar¡¡n¡var in/bín que lo hace con trebol Utilizando como vector Agrohwíeriusn rhizogenex
introdujeron cl gen que sintetiza la lactina del guisante en el trébol, de Lamía que el trébol trausgénico
fue capa’ dc nodiular eficazmente con k lcgwninasorun¿ var vivac, Estos resultados parecen
conflrníarse en expenmentos postenores <leí mismo grupo. Eijsden cl al (1992), determinan las
implicaciones de niodiheaciones en el aminoácido Asíi’~ en la capacidad de ligamiento a] sitio de unión.
llaver vial, (1979) siugierieron que los polisacáridos de la superficie de W¿izahii¿¡n y aquellos
segregados por la bacteria al medio son esenciales para que pueda ocurrir la interacción entre la bacteria
y la planta Algunas investigaciones más recientes (terougc ci al, ¡990) han demostrado que la
reaccion (le reconocimiento especifico parece estar mediada por un polisacárido sintetizado por la
hactena, un <el rosacarido D-gluc.osamina, tres de cuyos restos amino están acetilados y tino acilado con
un ácido graso Cu, no saturado En la síntesis de este compuesto están implicados genes comunes dcl
género I?ht:oluun¡ y genes espccUicos de especie Si esto se confirníara como generalidad, el papel de
las lactinas quedaria relegado a la aglutinación de bacterias en la superficie del pelo radicular. Fry ei al.
(19<8), describen que ciertos oligosacaridos similares ea los factores de nodulación descritos por
Lcrouge vi’ al., (1990) pueden servir como susírato para determinadas enzimas Arnold ci al. (1994)
describe la importancia de distintos polisacáridIos en el establecimiendo de la simbiosis considerando los
gluennos neutros de la pared de la bacteria esenciales en la formación dc [osnódulos, a4e¡pás, la




En relncíori con las simbiosis micorrizales, se han realizado estudios similares Chabeud y
1 illonde (1 ‘>$3 ) sugieren que los azúcares de la superficie de la pared del hongo I’tankía podrían estar
ímplícudos en el reconocimiento especifico del huésped, puesto que su composición difiere si los
horwtis se aislan de ditbrcntes asociaciones (Alitus o klt’agnus). Receptores específicos de lactinas (por
ejemplo de co,icannvalina A) fUeron detectados en la superficie de algunos hongos miconiza]es
int’ecíivos que no apaxecian en las lineas no int’ectivas. Ui presencia cíe estos receptores parecía un
equisito indispensable para el establecimiento de la mícoriza (l3onfantc—Fasolo, 1988).
Recientemente, (iioll¿uít vi al, (1993) han caracterizado una lectina cíe laciarius deteriorus.
Iras dítercutes pruebas dc adhesión concluyeton que las tnoléculas implicadas en el reconocimiento
especifico eran una lectina sintetizada por el hongo y el resto polisacaridico de la pared celular dc la
radícula posiblemente tbrmado por N-acetil-D-galactosamina En trabajos realizados con
endomicorri.,as. (?inuiii¡azzi-Pearson vi al. (1986) describen la secreción de fibrillas extracelulares del
hongo en presencia de la planta huésíed, aunque se posada que quizás éste sea un efecto secundario
más que la íuuuraleia de un primer contacto, En cualquier caso, pocos son los trabajos realizados con
micomnis hasta el momento. por ~ que no existen resultados concluyentes.
los descubrimientos en otras simbiosis son casi tan variados como las simbiosis mismas. En la
asociación entre cianobacterias-heleclio (Anabae,n-AzoIla) sc ha postulado la existencia dc lectinas
sintetizadas por cl helecho corno moléculas implicadas en cl reconocimiento. En las asociaciones
(‘J¡Jortlla-!ñtkn, los resultados hasta el momento concluyen que las lactinas o proteínas glicosiladas no
esun implicadas en el reconocimiento, postulando que la secreción de maltosa puede ser una señal de
estimulo por pune de C hiorella hacia I¿idm (McAuley y Smith, 1982).
L~os d.ntds apuestos no permiten en ningún caso generalizar la función biológica de las lectinas
en estas asociaciones que, sin diuda, deben ser analizadas más profUndamente.
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5.- ¿ ESTAN RELACIONADAS LAS LECTINAS CON MECANISMOS
PARASITARIOS? ¿Y (‘ON MECANISMOS DE DEFENSA?
5.1. Nlecankmos ímnlsit»¡ios
Actualmente se sabe que los hongos parásitos segregan una matriz exttacelular que podría estar
¡ntuniamcnte relacionada con mecanismos cíe adhesión especifica y con el posterior ataque inf’ectivo dcl
hongo hacía el huesped
Fue Ward (1888) cl primero en describir la existencia de estos fluidos o matriz alrededor de los
o¡wmos de adhesión cíe lIeun’k~ sp Posteriormente, se ha descrito en numerosos hongos parásitos la
existencia cíe esta nnltriz asociada a los «¡bulos germinativos (Jacobi ci al, ¡982) Más adelante.
algunos autores describieron que el hongo parásito segregaba una matriz, extracelular al medio minutos
clespu& dcl contacto con el huésped, matriz que estada implicada en la interacción con cl hongo y que
pudiera ser inducida (Kunoh vta!, 1088; Mims y Richardson, 1989) La naturaleza química de esta
matriz es compleja auncíue sc han detectado actividades enzimáticas ciegradativas relacionadas con el
crecimiento de los apresotios y haustonos (Nicholson ci a!, 1988) Por otra parte. fenómenos de
rigruodirerenciación <tUrnia y contacto del huésped) también parecen estar implicados (Hoch y Staples,
IQHY) ¡ u existencia cíe leetinas o proteiruts glicosiladas entre la superficie de contacto del huésped y cl
parásito está extensamente descrita en la bibliografla Sin embargo, las implicaciones fisiológicas de las
Iectirnt en tal contacto resultan dificiles de establecer fin ocasiones, se ha descrito que las lectinas son
s¡ntctjindas por cl huesped, actuando como moléculas quimiotáctiles, que atraen al parásito hacia la
superficie del huésped actuando como receptor o pudiendo ser segregadas al medio (Nordbring-Iiert4
1088) FIad cl al, (¡983), describieron un reconocimiento especifico del parásito por parte de la planta,
puesto que las lectinas de la supcrflcie del huésped reconocían receptores ricos en galactosa de la pared
dci parásito En otras ocasiones, es el parásito el que suntetiza las lactinas capaces de unirse a la
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si¡pcticic del huesped (Saikawa, 1082) las implicaciones posteriores cíe esta adhesión se desconocen
Se postula que estas adhesiones ihvorcccn sí penetración haustotial o cl ataque enzimático, son un
pi mt o ~.leanc taje que estabilini la asociación, inducen cambios mort’ogénicos que perniiten la infección.,
estamí ¡untilícados en mecanismos de defensa—ataque, etc, pero los resultados obtenidos hasta el
niomuento no permiten establecer una teoria general sobre la implicación de las lectinas en las
asocnící•mnIes ¡mrnsito-hues1cd.
5.2, Mecanismos de defensa
la literatura precedente ninestra que las lectinas están implicadas en procesos de defbnsa en
¡ilanías unte procesos de parasitismo y depredación
Fn l081. Shannon y Hankins presentaron resultados altamente novedosos en los que se
describía la capacidad enziniática de ciertas leclinas de soja, especificas de receptor Estas protehias
>dícosiliid¡ís presentaban actividades Ó-galactosidasa, 6-manosidasa, etc. Estos autores describieron
i8tlnlmctitc proteínas con estas actividades, que presentaban tina alta homologia con las glicoproteinas
aunque no tenían actividad hemaglutinante.
Ante la dificultad de discernir el papel fUncional de estas glicoproteunas (Ial como hemos
indicado hasta el momento) y en vista de los resultados, Shannon y ¡Iankins (198 1), postulan que la
naturitlcnu liernaglutinante de estas proteinas puede no tener un significado fisiológico in vhv y que
quitas seria necesano vctifica.r la importancia enziniática de estas proteinas En este sentido, Kumar e,
al (1093> describen el erecto inhibidor en la síntesis de proteínas nsj como el erecto azniviral e
insecticida de una lectina de bulbos de Ewnihtvh,wn;alts’is.
(brispecls y Raikhel (1991) describen dos fitoaglutininas en soja con una alta homologia y
eodificadn por genes en íarídem. Un inhibidior de la Ó-wn¡lasa resulté ser igualmente codificado por un
gen dispuesto en íamdctn y altamente homólogo a los genes que codificaban para las lectinas. Por otra
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r~””’. este tipo tic Icetinas provocan lesiones y desaiTollo anormal de las fibrillas de la mucosa digestiva
dc los depredadores (llenes., IQSo; Yokose ti’ al, 1991) Además, la unión especiflca de ciertas lectinas
vegetales produce pancreatitis en ruta (donas vi’ al?, 1991; donas y Putzke, 1092; Jonas vi aL. 1993)
lían si(lti tíescritos otros inecanisnios de actuacián dc las lectunas vegetales como glicoproteinas
defrnsivas Por ejemplo, 1. ~meknwacl al. (1992) describen erectos mitogénicos en linfocitos humanos.
Suvnchittanont y Peutgaiboon (1992) observan este tnismo erecto en timocitos de rata.
Ciertas glicoproteinas vegetales que se unen especifleamente a dominios de quitina (polimeros
tic N-acetil-l1.glucosamina) son capaces de inhibir el crecimiento do hongos parásitos Por otra parte,
st’ ha comprobado que está.n localizadas flíndamentalmente en el embrión, por lo que se les confiere un
papel protector (Mirelman vi al.. 1075) Posteriores estudios en este sentido confirmaron cl efecto de
estas lectinas como proteínas protectoras aunque algunos autores sospechaban la contaminación de la
purifleación de las glicoproteinas con quitinasas (Sehlumbnum vial, 1986) En ¡989, Broekaert vial,
demostraron, tras purificación, que este efecto anciníicrobiano de la glicoproteina no era consecuencia
de contarnínaclones. Por otra parte, la lactina y la en2drua eran altamente homólogas (posiblemente
procedentes de un gen ancentral común con posterior diferenciación), si bien su mecanismo de acción
antímicrobiano era diferente, Mientras la enzima degradaba la pared del parásito, la glicoproteuna
producía cambios cii la pared, cngrosand.o la zona de crecimiento e impidiendo este proceso.
En relacion con esto, investigaciones recientes (Viard e/a/., 1993) han demostrado que
kvaduins de la especie Kluyí?rarnwes hulgarkzus son capaces de sintetizar lectinas segregables
especificas de receptor con resto N-Acetil-D~glucosamina y O-galactosa, así como lactinas localizadas
en wtrcd que también se unen a restos 1)-galactosa Esta última proteína aparece en dos formas
moleculares. cc.mo dimevo y octámero. La forma dimérica inhibe el desarrollo y crecimiento de nueve
cte doce especies de otras levaduras y está implicada en fenómenos cíe dimorfismo y diferenciación en
<uneIb/a alhwons y (~ívwhck¿ ira¡ncal¡s. Esta es una de las primeras evidencias del efecto antíffuigico de
25
lix: r.ktli«hin
ciertas lexatlijrns tiente a otras levaduras del mismo y de diferente genero. La inhibicion (le la capacidad
~udutírxnníedc esta lechan (por incubación con 1)—galactosa) no inhíbio el poder ant ithngico
1 n tw¡iern1. las implicacione.s de las lactinas en la interacción parásito—huesped y su importancia
tiswlowca son cuestiones que no han siclo resueltas hasta el momento, si bien tos últimos datos de la
lites nmura apuntan hacia la importancia morfogenetica y enzimológica de estas proteínas relegando la
importancia henuiglutínante a un papel secundado
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1— Establecer las ini plicacioííes de u mía ¡cetina ¡rnívinlníen(e purificadií de
Xunihada¡nrid#na en el reconociníieí¡to dc rotobiofltes compatibles e incompatibles.
2.— Analizar la posible :matíírnleza enzimAiica dc dicha kctina ( o proteína
intratal ¡mm) y su receptor,
3.- PurIficación hasta homogeneidad de esta proteína gílcosilada (ABPh
detenulíníndo ¡ioswrionuemíte su posible naturaleza segregable. Paní alcanzar este
objetivo:
3.1. l’:xtr»ccióii y purificación de la arginasa segregable cíe Xanihoda parietina
(SA).
3.2. (‘aracterfracláíu bioquímica <le ambas proteínas y su comparación.
Dnenniímncíón del grado de homología.
4.- I>elerníinaelóím de la función fisiológica de estas glicoproteinas (si sc
resolvieran como direrentes) en posibles mnceanísnuos de parasitismo atenuado fúngico.
5.- Cultivo del fotoblante de X pandina y estudio posterior del efecto dc estas










Und,or¡a pdrlt’itfla (1... ) 111 Fr. fUe recolectada de la corteza dc Robinia psc¡ahkwaek¡ (Li
swndix l~r ¡oíu de recolección cl pueblo de Pedraza, en la provincia de Segovia La Fig. 1 ¡nuestra un
e~lk’cIIneI1 de este liquen 1 ~nalgunos casos sc llevaron sí cabo experimentos con Awniñ¡prunavtri (Li
Ach creciendo sobre (juúrruxptrc’ncnn¡ Jan:,, y recolectada de Vtdsain (Segovia).
2.- PURIFICACION PARCIAL DE LA LEC’TINA INThA1ALINA
2.1. Extracto libre de células
1 ~‘ proteñia intratalina Ríe parcialmente purificada de talos de ú¡nihoria portefina de acuerdo
con 1 3ubrick ci al . (1 QHS)
1 S g de talo scco fUeron previamerue hidratados e inmediatamente nrncertídos a mano en un
mt’í teto con St> ml tic tampón ibsíato salino (PUS) La composición dic d¡cho tampón es: 1.5 mM
Kl Ll’tb. it) mM Na2IIPO4, 2,7 mM KG. 0.4 mM MgSO4 y 138 mM NaCí, pH 7A, añadiendo 2,32
mM ¡VII y 1 5,0 mM aMa «xlicn. El homogeneizado fue almacenado toda la noche a ‘WC y luego
ccntí ¡hígado a U) (XXI g durante 45 mm a 2%’ en una centriflíga Becknan J2-2 1 (rotor JA—2 1). La pella
¡be ie~cxtirndn con PUS durante 21í a 4%’, centri[bgándola dc nuevo tal como se indicó y juntando los
dos nohrvrnidantcs
2.2, PrecipItación con sulfato de antonio
1~.l sobrenodante cordunto se llevó a 40% dc saturación con sulfato de amonio en filo,
almacenando la mezcla durante 2h a ‘WC y luego centrifugándola a 3000% durante 45 mm a 2%’. El
sobrenadante obtenido Ríe llevado al 5Q4/~ de saturación con sulfato dc mnonio, almacenando la mezcla
a 4(1 durante toda la noche y centriflhgandola posteriormente en las mismas condiciones arriba
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IIhIl~4kkS lvii este c~t~’. el sobrenadance Ríe desechado y la pella resuspendida en 4,0 ml de PUS,
~IutIínndt’la disdtícion durante 24h tiente a 5 lirros de auua destilada y a continuación el contenido de
1 a b, ‘1 ‘.~ dc dialísm fUe ríúctoccnt rilUgado y la pella resuspendida en PUS, El baño de diálisis ¡líe
camh ~hhhiv.ta da: caccio rí newíthil u Nl i~.
23. ldltmeión por gel dc Scphadex G—150
Cuantío sc Uklique. el extracto parcialmente purificado fUe filtrado a través de una columna de
Sc;’h4de\ U> 150 ( 12cm ~25cm) equilibrada con tampón PUS El volumen muerto de la columna ¡líe
estimado en 4<’ ml con azul destrano 2000. Las proteinas fUeron eluidas en fracciones de 3 ml con
raíixporí PUS y ínedidn su absorbarícia a 280 nm, En cada fracción se ensayo la naturaleza glicoproteica
de Li nwícstra (Dubok eral, ¡95(x) vía actividad arginasa <Legazy Vicente, 1980)
3,4 4A RA( TERIZACION PARCIAL DE LA LECI’INA INTRATALINA
3.1. MedIda de nedvidad arglíuwt
la actividad arginasa ¡tic medida de acuerdo con cl método de (lrcenberg, (1955) modificado
por 1 cga¡ y Vietntc (¡980) incluyendo tíreasa cnstativída (Sigma CIíem. Co) en la mezcla de reacción
Dicha reacción ocurrió en un volumen final de 3,0 mí, conteniendo 30 ínmol dc tampón Tris.
IK’H. ;4I 9,15. 0,72 inmol L-arginina; 5,0 mmol de sulfato de magnesio y la proteína liquénica
nnnliuidn disuelta en 1 mIde tampón TrisiICI 10 mM, pU 915. La urea producida durante 25 minutos
de reacción a 30 %‘ fUe hidrolizada simultáneamente por la ureasa cristalizada (33.8 mg en mezcla de
reaccion) Lii reacción fue interrumpida mediante adición de 0,5 mIde carbonato potásico saturado.
[rasRh de difu,dón del amonio formado y fijación del mismo sobre ¡ ml de H
2S04 0,02N para ¡‘omíar
sulfiuu de amonio, se tomaron 0,5 ml del producto de reacción, redisolvlendlose en 4,5 ml de agua
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dc’,ríl,rda t(tflfl%aN. l~Ó2) los controles fUeron preparados sustituyendo el sustrato (L—argiriina) por un
‘, olruxwn miojal dcl tampon utilizado La valoración de antonio se realizó mediante la reacción de Ncssler
starídaud Metho&N, 1955), midiendo las absorbancias a 440 nni en un Espcctrotbtórnetro Zeiss PM2
1)1 1 0% tíatos tic akorbancni sc intespolaron en tiria recta patrón construida con concentraciones
c¡enentcs de sult~ito de amonio La velocidad de reacción se determiné como mmcl de amonio
~‘ut’ducidopor unidad de tiempo. La unidad de actividad específica fue definida como 1,0 rnníoI de
hIllt’ítw fixníuído por mg dc proteína y por minuto
Cuando sc indiquc, 50 ml de la proteína parcialmente purificada fUeron cromatografiados en
una columna de Scphndex (±150<32.0cmx 2,5 cm) equilibrada con tampón PUS, pH 7,4. El volumen
ntue*to Ríe estimado en 45 ml con azul dextrano, La proteína se eluyó en fracciones de 30 mi, a flujo
continuo. iflidiCIklUSc su absorbancia a 280 nm y valorandose su actividad arginasa como se indicó
mit cdc u íuvntc
3.2. Ensayo de azucares totfiItS
1 ml dc cada fracción fue sometida a hidrólisis ácida con objeto de determinar la naturaleza
glicoprorcica de br proteína eluida según cl método de Dubois e/ aL, (1956).
La tneicla dc reacción contenía 1,0 mIde la proteína parcialmente purificada, 1,0 mIde fenol al
en agua destilado, y por último, 5,0 ml dc ácido sulflirico 96% añadido gota a gota en el centro de
la uncía de ensayo Se preparó un blanco sustituyendo la muestra por 1,0 ml de agua bidestilada, Los
tubos sc dejaron enfriar ti temperatura ambiente, valorando la absorbancia a 490 nm en un
espectrofomómetro Zeiss PM2 1)L Los valores de absorbancia resultantes se transformaron en mrnoles
dc azúcar presente en la muestra mediante una recta patrón construida con concentraciones crecientes
de glucosa (Sigma Chem Co.)
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4.-MARCAJE DE LA PROTEINA PARCIALMENTE PURIFICADA
4.1. Marcaje con fluoresceína
La proteína parcialmente purificada y dializada ¡be marcada con fluoresceína (Sigma Chem.
Co.) incubando 1,0 mg de proteína total con 1,0 mg de fluoresceína disuelta en 1,0 ml de acetona:agua
(1:1, y/y) durante 2h a 260C en obscuridad. La acetona favoreció la solubilidad de la fluoresceína. El
exceso de fluoresceína fue eliminado por filtración de la mezcla a través de una columna de Sephadex
0-25 (11.0 cmx 1.0 cm). El volumen muerto de la columna fue medido con azul dextrano 2000. La
proteína fluorescente, recuperada delvolumen muerto, fUe utilizada en experimentos de ligamiento.
4.2. Marcaje con ferritina
La proteína parcialmente purificada fije marcada con fenitina (Sigma Chem Co.) siguiendo el
metodo de Bayer el al., 1976). Una disolución de ferritina y la proteína intratalina se incubé con
g¡utaraldehido 0.05% durante Ib a temperatura ambiente. La mezcla fié alcalinizada con 1M de
bicarbonato de amonio y dializada toda la noche frente a tampón PBS a 40C. Los agregados de alto
peso molecular (ferritina-glutaraldehido-ferritína) fueron eliminados por centrifugación de! dializado a
10.000 g durante 30 mm a 20C Et sobrenadante fue centrifugado a 22.000g durante 3h y el
precipitado, que contenía la fracción ferritina-glutaraidehido-lectina, fue resuspendido en 5,0 mIde
tampón PBS y luego filtrada a través de una columna de Sephadex 0-150 (30cm x 3cm) equilibrada




4.3. Valoración de actividad arginasa en lectinas marcadas.
Con objeto de valorar el posible efecto del marcaje de la lectina intratalina sobre su actividad
arginasa, 0,43 mg de lectina marcada con fluoresceina y 0,34 mg de lectina marcada con fenitina fueron
utilizados para valorar la actividad arginasa (Legazy Vicente, 1980), tal como se indicó en el apartado
41. Así mismo, 300 mg de arginasa comercial (Sigma Chem. Co.) sin y con anibós marcadores fueron
incluidos en la mezcla de reacción, valorando la actividad arginasa por microdillusión.
5.- CURVA DE ACTiVIDAD UREASA EN PARED DEL FOTOBIONTE
5.1. Aislamiento de los fotobiontes
Células del fotobionte fueron aisladas de muestras de 6 g de talo de Xanthoriapar/el/no de
acuerdo con Ascaso, (1980). Las muestras fueron rehidratadas y maceradas en 20 ml de tampón PBS,
pH 7.4. El homogeneizado fue filtrado por una gasa triple y el filtrado, centrillugado durante 10 miii a
1.00%. El precipitado fue resuspendido en 8 ml de sacarosa 0.25 M Esta suspensión (4 mi) se
depositó cuidadosamente sobre 5 ml de 1K al 80% en agua destilada. Tras centrifugar a 500g durante
60s se recogieron las algas unicelulares acumuladas en la interfase Las células fueron lavadas 3 veces
con tampón PBS.
5.2. Inducción de ureasa
Los fotobiontes fueron incubados en 1 SmI de tampón fosfato 75 mM, pH 6.9 (Vicente y Perez-
Urna, 1989) con distintas concentraciones de urea: OmM, lOmM, 2OmM, 4OmM, 8OmM y 100 mM
durante 8h en agitación constante, a una temperatura de 260C y en obscuridad. A cada hora, setomaba
unamuestra de 3 ml de cada cultivo y se aislaban paredes celulares de los fobotiontes.
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5.3. Aislamiento de paredes celulares
Las paredes del fotobionte se aislaron según indican Brunner y Honegger, (1985) Los
fotobiontes recogidos por centrifugación y lavados en tampón fosfato 75 mM, pH 6.9 fueron
macerados en un mortero con 5,0 ml de tampón y centrifugados a 3.200 g para aislarparedes (Brunner
y Honnerger, 1985). El precipitado fue lavado en 5,0 ml de acetona para eliminar fenoles,
posteriormente resuspendido en 2,5 ml de tampón fosfato 75 mM, pH 6,9 y sometidó a sonicación
durante 5 mín a 20 Kciclosx&’ en flio en un sonicador MSE 100 WAlT ultrasonic. El extracto fue
centrifUgado a 3200g durante 30 nxin a 20C (Legaz y Vicente, 1989). Una muestra del precipitado fue
tefilda con azul de metileno y observada en microscopia óptica para verificar la ausencia de membranas
contaminantes.
5.4. Valoración de actividad ureasa
A continuación se valoró la actividad ureasa en pared utilizando el método de microdifiusión de
Conway, (1962). La actividad enziniática fue medida como amonio producido en la mezcla de reacción.
Dicha mezcla contenía 30 mmol de tampón fosflito potásico, pH 6.9, 19,8 mmol de urea y el extracto
proteico en un volumen final de 3 ml. La reacción se mantuvo a 320C durante 25 mía. Tras este
período, la reacción se paró con carbonato potásico saturado. La microdifiusión de amonio así corno su
valoración se realizaron tal como indica el apartado 3.1. Una unidad de actividad específica ureasa se
definió como 1,0 mmol de amonio producido por mg de proteína y por minuto. La velocidad de
reacción se definió como mmol de amonio producidos por unidad de tiempo. Para valorar proteínas en
pared una muestra de las mismas en cada ensayo fue tratada con Triton X-400 al 5% durante 2h a 40C
y luego dializada frente a 5 lítros de agua destilada para eliminar el detergente. El dializado se llevó al
2% con NaCí (p/v) y se sonicó durante 5 mm en filo (a intervalos de 30 segundos) según Legaz y
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Vicente, (1989) El resto de las paredes insolubles en agua se eliminé por cennifiugación a 28.000 £
durante 30 mm a20C Las proteínas se valoraron siguiendo el método de Lowxy el al., (1951).
5.5 Efecto de la parietina sobre la actividad ureasa en pared.
5.5.1. Extracción y purificación de parietina
La parietína fue preparada por maceración de 5 gr. de Xanthoria¡xzrietina con acetona para
extraer los fenoles liquénicos Más tarde se adicioné eter dietilico al extracto acetónico (3:1, y/y) y Ja
mezcla se mantuvo en agitación fuerte durante 1 hora. El proceso ¡be repetido tres veces. La fase etílica
fue recogida y secada por corriente de aire (Asahina y Shibata, 1954). La pureza de la extracción se
verificó analizando la muestra por HPLC en fase reversa.
Un espectro de absorbancia de parietina pura disuelta en acetona se realizó con objeto de
determinar el máximo de absorbancia para lo cual se utilizó un espectrofotómetro DMS 90 UY-visible
asociado a un integrador JJ instruments CR 450A. El espectro se realizó entre 250 y 700 nm con una
velodidad de barrido de 4nmxmin’
5.5.2. Valoración de actividad ureasa en paredes.
Fueron utilizados fotobiontes recien aislados de 10 g de X par/el/no (Ascaso, 1980) para aislar
paredes tal como se indicó en el apartado 5.3. Las paredes fueron lavadas tres veces en acetona con
objeto de eliminar los fenoles y secadas en corriente de aire. Estos lavados se evitaron cuando se analizó
el efecto de la parietina endógena en la actividad ureasa de pared.
La actividad ureasa se valoró por el método de Conway (1962) tal como se indicó en el
apanado 5.4. En la mezcla de reacción se afladieron 11,4 mg de parietina por mg de proteína
(valoración cuantitativa por iHPLC) preparando, en parelelo, un control sin esta antraquinona y paredes
sin lavar en acetona. La concentración de proteína se determinó de acuerdo con Lowry el al?, (1951).
36
Material y métodos
La parietina se disolvió en tampón fosfato 75 mM, pH 6,9 durante 3 dias a temperatura ambiente
mediante agitación constante en obscuridad La estabilidad del fenol en el tampón de reacción se
verificó por HPLC.
Por otra parte, la actividad enzimática de ureasa comercial (Sigma Chem. Co.) fUe analizada en
presencia y ausencia de 10 mg de pauietina por 50 mg de ureasa cristalizada.
5.5.3. Valoración de la concentración de parietina por IIiPLC.
La cantidad de parietina se estimó porHPLC en fase reversa utilizando un cromatógrafo Varian
5000 equipado con un integrador Vista CDS 401 y un detector Spectra Physic UY 2000 según
Pedrosa y Legaz, (1993).
a) Condiciones Cromatográficas
- Columna: Nucleosil 5 CE (12,5 cmx4 mm)
- Fasemóvil: acetonitrilo:ácidoacético:agua
(80:19,5:0,5, y/y)
- Flujo: 0,7 mlxmin’
- Condiciones isocráticas
- Temperatura: 260C
- Presión: 56 atm
- Volumen de inyección: 10 ml
- Tiempo de análisis: 10 mm
b) Condiciones de integración
- Atenuación 64
c) Condiciones de detección




6.- LIGAMIENTO DE LA LECTINA INTRATALINA DEL MiICOBIONTE
6.1. Ensayo de ligamiento a paredes del fotobionte
Fotobiontes extraidos de 3,0 g de Xanlhoria parle//no fueron incubados en obscuridad con
urea 100 mM durante 2h (condiciones de elevada presencia de ureasaen pared) coñ objeto de inducir el
posible receptor. A continuación, se alsíaron paredes celulares tal como se indicó anteriormente. Las
paredes fUeron resuspendidas en 3,0 ml de tampón PBS y separadas en tres alícuotas de 1,0 ml cada
una. En una de ellas se ensayó directamente actividad ureasa (Conway, 1962). La segunda y tercera
alicuota fueron incubadas con 0.1 mg de lectuna intracelular en 2,0 ml de tampón. La incubación se
realizó en obscuridad a 260C durante 2h. Después, fue añadida galactosa, a una concentración 10 mM
en volumen final, a la tercera alícuota durante 30 miii a 260C. Por último, todas lás muestras fueron
centrifiugadas a 3.200 g durante 15 miii a 20C.
6.1.1. Actividad enzimática de la lectinh y su receptor
En todos los ensayos, se valoró Ja actividad arginasa de la lectuna y la actividad ureasa en pared
antes y después de los ensayos de ligamiento, con objeto de verificar si la unión se habla producido y si
ésta podía modificar dichas actividades. Tras la incubación, una alícuota fi.ue utilizada para desorber la
lectuna con galactosa 20 mM durante 30 miii. Las células fueron recogidas por centrifugación a 10.000g
durante 15 min a 20C y lavadas en tampón PBS. Tras aislar paredes celulares (como se indica en el
apanado 5.3), se valoré actividad argunasa y ureasa (Conway, 1962) tal como se indicó en los
apanados 3.1. y 5.4. El sobrenadante flue utilizado para valorar actividad arginasa en todos los
tratamientos. Lasproteínas se estimaron por el método deLowuye/aL, (1951).
6.2. Ensayo de ligamiento a fotobiontes usando lectina marcada
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Para ensayar Ja unión de la ¡cetina fluorescente o marcada con ferrituna a los fotobiontes, se
utilizaron tres diferentes muestras.
Talos de Xanthoria panel/ma recién recolectados (1,0 g de peso seco) fueron incubados
durante 2h en 20 ml de urea 100 mdvi en tampón fosfato potásico 75 mM, pH 6,9. TaJos recién
recogidos sin ningún tratamiento fueron utilizados como control. Los fotobiontes ~eaislaron en ambos
casos según Ascaso, (1980). Una tercera muestra fue preparada incubando células algales durante 2h en
5 mIde urea a 100 mM en tampón fosfato potásico 75 mlvi, pH 6,9 con luz y movimiento continuo.
También se aislaron fotobiontes de Evernia (Ascaso, 1980). Las algas fueron incubadas en urea
40 mM durante 4fr dado que éstas son las condiciones óptimas de secreción y localización de ureasa en
pared (Vicente y Perez-Urria, 1989).
Después de las incubaciones, las células fueron repetidamente lavadas con agua destilada. Las
muestras de algas (aproximadamente 10 mg peso seco) fUeron incubadas durante 30 miii con 1,0 mg de
lectuna marcada con fluoresceína o 1,2 mg de lectina marcada con fenitina en tampón PBS. Tras la
incubación los fotobiontes fueron lavados con tampón PBS y observados por microscopia de
fluorescencia y por microscopia electrónica, respectivamente.
6.2.1. Microscopiade fluorescencia
Se utilizó un microscopio de fluorescencia Axioskop Zeis-MC8O (West Germany) con filtros de
detección de fluorescencia entre 400 y 700 nni. Las fotograflas se realizaron mediante exposición
automática, utilizando una pelicula colorAgfachrome 100 ASA.
El área de las células fue estimada utilizando un programa tamaño-forma cargado en un
analizador de imagen PS/2 IBM 30 con tabla digitalizada. Por último, se contabilizó el número de
células totales por campo (con observacion de cinco campos diferentes elegidos al azar) así como el
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número de celulas con fluorescencia roja y verde-amarilla, aplicando estadísticos matemáticos en los
datos con objeto de determinar diferencias estadisticaniente significativas.
6.2.2. Microscopia electrónica de transmisión
Las células fUeron abundantemente lavadas con tampón fosfato 0,1 M y preparadas mediante
técnicas de microscopia electrónica convencional.
Las muestras se fijaron, resuspendiendo las células en fijador doble paraformaldehido 4% -
glutaraldehido 0.1% en tampón fosfato 0,1 lvi, pH 7,0 durante 4 horas a temperatura ambiente. A
continuación, se lavaron en tampón durante 30 miii (2 veces), recogiéndose por centrifUgación a 10.000
g durante 15 miii a 20C. La deshidratación de las células se realizó con concentraciones crecientes de
etanol. El precipitado se resuspendió en 2,0 ml de etanol al 500/o durante 20 mm, cambiando el alcohol a
los 10 minutos. A continuación, se repitió el proceso utilizando etanol al 70 %. Esta solución fije
sustituida por acetato de uranulo al 1% en alcohol al 70 % durante toda la noche. El proceso de
deshidratación se completó con concentraciones de alcohol crecientes: 80%, 90% y 100%, cada una de
las cuales se mantuvo durante 20 min haciendo cambios a los 10 miii.
La inclusión se realizó resuspendiendo las células deshidratadas en óxido de propileno durante 5
miii y a continuación en una disolución óxido de propileno: araldita 11 (1:1, y/y) durante 1 h a
temperatura ambiente. Esta mezcla se sustituyó por araldita II en la que se mantuvieron toda la noche.
Las células se centrifUgaron durante 5 miii a 3.000 g y el sobrenadante de araldita se desechó. La pella
se recogió en cápsulas que se rellenaron con araldita II, dejándose durante 3 días a 700C con el fin de
que polimerizase la resina.
Secciones ultrafinas (600 A) fUeron obtenidas utilizando un Ultramicrotomo Om/U2 Reichert.
Las rejillas fueron preparadas sin teflir y observadas en un microscopio electrónico Philips EM 300.
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6.3. Ensayo de ligamiento en fotobiontes con lectina no marcada. Citoaglutunación.
Fotobiontes recien aislados de 15 g de Xanlhor¡a periel/ma (Ascaso, 1980) fueron
repetidamente lavados con tampón PBS y resuspendidos en 3,0 ml de tampón estéril (12 10C, 1 atm, 20
miii). Una alícuota de 1,0 ml fue incubada en 50 ml de Medio basal de BoId liquido (Devon and BoId,
1960) que contenía 1,0 mg de lectuna intratalina disuelta. La preparación del medio BIBM-liquido se
describe en el apartado 17.1. Los otros 2,0 ml fueron incubados en 50 ml de BBM con argunina 28 mM
durante 30 min. Después de este tiempo, las células fotosintéticas ftueron recogidas por filtración
(Millipore 0.22 mm cíe diámetro de poro) en condiciones estériles, lavadas con agua bidestilada y
estéril. Una alícuota de 1,0 inI fue incubada con 50 ml de urea 100 mM durante 2h con objeto de
inducir el receptor de pared. Las células fueron recolectadas por centnfbgación y lavadas
abundantemente. La última alícuota de 1,0 ml fue incubada directamente con BBM-líquido que
contenía 1,0 mg de lectina evitando la inducción del receptor. Las incubaciones se realizaron en luz a25
0C y en agitación, conteniendo cada medio de incubación 5.000 unidades de penicilina (benzetazil,
antibioticos farma S.A.) para evitar contaminación bacteriana.
Las células fueron puestas en contacto con la proteína un tiempo máximo de 3 h. Durante este tiempo,
se tomaron muestras a 0, 1, 2 y 3h observándolas en un microscopio de luz blanca Labophot Nikon
(Japan) con un expositor automático asociado al sistema óptico. La película utilizada fue Plus-X-Pan,
I2SASA.
Tambien se valoró el incremento en peso seco de alícuotas de 1,0 ml tomadas antes y después
del tratamiento, así como la concentración de clorofilas. Alícuotasde 1,0 ml de las muestras recogidas a
los tiempos indicados fueron sometidas a extracción de clorofilas utilizando acetona al 8C/’/o (1:4
acetona pura, y/y) y ahniacenándose en obscuridad a temperatura ambiente durante toda la noche. Las
células se eliminaron por centrifugación a 10.0008 durante 15 miii a 20C y el sobrenadante se recogió
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con objeto de valorar la concentración de clorofilas (Strain el al., 1971), midiendo la absorbancia a 649
y 665 nm en un Espectrofotómetro Zeiss PM2 DL.
6.4. Ensayo de ligamiento a eritrocitos. Hemaglutinación.
30 ml de proteína (0.37 mg mr’) diluida en suero salino (Lockhart el a!.] 1978) fue incubada
con 30 ml de sangre humana del grupo B- en preparaciones en fresco y selladas. Muestras idénticas de
sangre fueron incubadas con 30 ml de suero salino como control. Las preparaciones se observaron a
tiempo 0, 5 mm y 15 miii en un microscopio de luz blanca Labophot Nikon (Japan) con un expositor
automático asociado al sistema de lentes. La película utilizada fue Plus-X-Pan de 125 ASA.
7.- ABSORCION DE ARGININA EXTRACELIJLAR
Fotobiontes alsíados de 15 g de talo deXanthorlapar/el/no fueron lavados 3 veces con tampón
pH 7.4 en condiciones estériles e incubados en 50 ml del tampón indicado anteriormente conteniendo
28 mM de argimina (Sigma Chem. Co.) y 5.000 unidades de penicilina . La incubación se realizó
durante 30 miii. Pasado este periodo, se valoré la concentración de arginina en el medio y en el espacio
intracelular a tiempo O y 30 minutos, tomando 15 ml del medio de incubación antes de añadir la arginuna
(tiempo 0) y después del tiempo de incubación (tiempo 30 miii). Las células se recogieron por
centrifugación a 10.000 g durante 15 min a 20C, valorándose el peso seco en ambos tratamientos.
7.1. Extracto libre de células
Las algas se resuspendieron en 2 ml de tampón Tris-HCI lOniM pH 9,15. Se maceraron en un
mortero con alumna tipo A-5 (Sigma Chem. Co.) y se sonicaron durante 5 mm a 70 Kciclos s~ en filo,
alternando la sonicación con paradas de 30 a. El sonicador utilizado fue un desintegrador MSE 100
WAlT. El extracto libre de células se recogió por centiitgación a 10.000 g durante 15 min en filo.
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7.2. Varolarión de arginina
La concentración intracelular y extracelular de este aminoácido se valoró mediante el método
de (reenberg 1955 incluyendo ureasa cristalina (Sigma Chem. Co.) y arginasa (Sigma Chem. Co.). La
mezcla contenía un volumen final de 3,0 mi: 30 mmol tampón Tris-HCI pH 9,15; 5,0 inniol de sulfato
de amonio y 1,0 mg de arginasa disuelta en el tampón de reacción. La ureasa producida durante lb de
reacción a 300C fue hidrolizada simultáneamente por ureasa cristalina (33.8 mg). La reacción Ibe
interrumpida por adición de 0.5 mi de carbonato potásico saturado. Tras dos horas de diflisión del
amonio formado y fijación sobre 1,0 ml de 112504 0,02 N para formar sulfato de amonio, se tomaron
0.5 ml del producto de reacción, redisolviéndose en 4.5 ml de agua destilada (Conway, 1962). La
valoración de amonio producido se realizó utilizando el reactivo Nessler (Standard Methods, 1955)
midiendose absorbancia a 440 nm. La concentración de aminoácido se estinió én relación con la
absorbancia del medio a tiempo 0 (28 minoles ml’) y el resto de los ensayos. En el caso de la arginina
intracelular, los resultados se presentanen función del peso seco de las algas.
8.- ANALISIS DE LA LECTINA INTRATALINA POR HPLC DE EXCLUSION
MOLECULAR
8.1. Unión lectina-receptor de pared por HPLC
Muestras de 1,0 ml de lectuna fUeron incubadas con fotobiontes inducidos con urea 100 mM
durante 2h o fotobiontes no tratados y recogidas por centrifiugación a 10.000 8 durante 15 mm a 20C (




8.1.1. Condiciones de análisis
Aproximadamente 20 mg de proteína total en un volumen de inyección de 10 ml fue
cromatograflada como se indica:
a) Condiciones Cromatográficas
- Columna TSK gel rellena con G5000 PWXL (300mni x 7.8mm) de acuerdo con Borkovich y
Weiss (1987)
- Fasemóvil: Tampón Tris HCI 10 mM pH 9.15.
- Temperatura: 25 0C
- Flujo: 0.3 mlxmiff’
- Presión: 7 bares
- Volumen de inyección: 10 ml.
b) Condiciones de integración
- Atenuación: 64
c) Condiciones de detección
- Detección por absorbancia a 280 nm.
- U.A.F.E.: 0,002
El equipo cromatográfico usado fue un Spectra Physic SPSSOO equipado con un integrador
SP-4290 (Legaz el aL, 1990; Pedrosa y Legaz, 1991b). La detección de las muestras se realizó con un
Spectra Physics 5P8490 U-UY.




8.2. Lectina marcada con fluoresceína o fenitina analizada por RPLC
Aproximadamente 20 mg de proteína marcada con fluoresceina flueron cromatografladas en el
sistema cromatográfico descrito en el apartado anterior. El mismo tampón fUe utilizado como fase
móvil. En este análisis, el detector fl~e un fluorimetro Fluorichrom TM de Varian y un detector
ultravioleta-visible de Spectra Physic (5P8490) en serie. Las proteínas eluidas fuefon detectadas por la
emisión de fluorescencia y por su absorbancia en el ultravioleta (280 nm). La longitud de onda de
excitación fUe de 340 a 380 nm utilizando filtros 7-54 y 7-60 de Varian y la longitud de onda de
emisión de 460 nm, detectada mediante el uso de filtros 3-71 y 4-76 de Varian.
La lectina (20 mg) inicialmente marcada con ferritina fije previamente cromatograflada en una
columna de Sephadex 0-150 (32cm x 2.5cm), recogiendo aquellas fracciones con mayor
concentración de proteínas, valoradas por absorbancia a 280 nm y que éontuvieran mayor
concentración de ión FC2 detectado por medida de absodiancia a 43 Onm. Estas fracciones fueron
colectadas y liofilizadas para posteriormente analizarías por HIPLC.
Cuando las muestras se marcaron con ferritina, solamente se observaron utilizando el detector
de ultravioleta-visible a 280 nm.
9.- LOCALIZACION CLTOQUIMICA POR MICROSCOPIA DE UTREASA EN
PAREDES DEL FOTOBIONTE
9.1. Unión lectina-receptor de pared. Detección citoquíndca por TEM
Fotobiontes recién aislados (Ascaso, 1980) de 2,0 g de talo de Xanthoria parietina fueron
incubados en urea l00mM durante 2h en tampón fosfato 7SmM pH 6.9 con objeto de inducir el
receptor de pared. Fue también preparado un control sin inducción. Dos alicuotas iguales de
fotobiontes inducidos en suspensión en 2,0 ml de tampón fUeron incubados en tolbutaniida 10 mM
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(Sigma Chem. Co.), un inhibidor especifico de ureasa (Vicente y Pérez-Uruia, 1988) durante el tiempo
de reacción o en 0.1 mgxnff’ de lectina durante 2h a 260C previamente al ensayo enzimático. En estos
casos, las células fUeron lavadas con tampón antes de incluirlas en Ja mezcla de reacción.
9.1.1. Reacción citoquimica de ureasa.
Los cuatro tipos de muestras se recogieron por centrifugación a 10.000 g durante 15 mm a
20C. A continuación se incubaron con 0.1 M Fast Oreen durante 10 miii (Sigma Chem. Co.) en tampón
fosfato 75 mM pH 6.9. De esta forma se bloquean los fenoles con objeto de eliminar la quelación del
cobalto (Lison, 1960). Las algas se incubaron durante 30 mm a 370C en agitación constante con urea
2% (p/v) y clomro de cobalto 9.2 mM en alcohol al 60% (Gomori, 1952).
La ureasa en presencia de urea en un medio acuoso rinde amonio y ácido cárbónico el cual, al
reaccionar con cloruro de cobalto, produce carbonato de cobalto. La reacción se hace visible al
microscopio electrónico al afladir al medio de reacción 30 ml de sulfUro de amonio 0. IM. El carbonato
de cobalto y el sulfUro de amonio forman carbonato de amonio y sulfuro de cobalto. Esta sal precipita
allí donde se forma. Su composición metálica la hace densa a los electrones y detectable por
microscopia electrónica de transmusión.
9.1.2. Microscopia electrónica de transmisión
El método de preparación de las muestras es convencional para detección citoquimica y ha sido
descrito en el apartado 6.2.2.
9.2. Unión lectina-receptur de pared. Detección citoquimica por microscopia óptica.
Tres diferentes muestras fueron preparadas para observar y cuantificar la presencia de ureasa en
pared celular. Talos deXan/horiapar!etina fueron incubados durante 21> en 20 ml de urea 100 mM en
tampón fosfato 75 mM, pH 6.9. Por otra parte, células algales recién aisladas (Ascaso, 1980) fueron
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incubadas durante 2h en 5,0 ml de urea 100 mM en tampón fosfato en luz y con agitación constante.
Un control de algas recién aisladas fue incubado durante 2h en tampón.
Tras los tratamientos, las células se lavaron 3 veces con tampón fosfato y se sometieron a la
reacción citoquimica descrita en el apartado 8.1. 1. Por último, las células se lavaron nuevamente 3
veces con tampón y se observaron en un microscopio óptico Zeiss INI (West Germany), utilizando
condensadores y objetivos de contraste de fase. La cuantificación numérica permitió deteminar el
porcentaje de células ureasa positivo y aplicar ¡os estadísticos matemáticos pertinentes,
10. ESTUDIO ULTRAESTRUCTUIRAL DE XANTHORIA PARIETINA
La modificaciones provocadas en la ultraestructura de los líquenes, consecuencia de los
distintos tratamientos, se valoró por microscopia electrónica de transmisión.
10.1. Tratamientos previos
Muestras de 1,0 g de talo de Xanthoria parietina fueron incubadas en 10 ml en urea 100 mM
en tampón PBS, pH 7,4, durante 2h para inducir ureasa. Parte de estas células fueron previamente
incubadas con arginuna 28 mM en 10 ml de tampón y después fueron lavadas dos veces con agua
destilada e incubadas en 5,0 ml de lectina (74 mgxmf’) durante 18 horas a 250C, Otras muestras fueron
incubadas con arginuna 28 mM y 5,0 ml de lectina tal como se indica anteriormente, pero sin inducir
ureasa en pared. Fue también preparado un control incubando únicamente con argunina 28 mM. Por
último, muestras no tratadas fueron incubadas en tampán durante un periodo idéntico a aquellos talos
incubados con los diferentes metabolitos,
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10.1.1. Microscopia electrónica de transmisión.
Las muestras flueron deshidratadas y fijadas tal como describen Ascaso y Galván, (1976).
Pequeflas muestras de talo (2-3 mm) fueron fijadas en glutaraldehido al 3% en tampón fosfato 50 mM,
pH 7.1 durante 31> a 40C. Las muestras fueron lavadas toda la noche y post-fijadas en tetráxiclo de
osmio 1% (y/y) a temperatura ambiente en obscuridad durante 3h. Tras - lavar ¡as muestras
abundantemente en tampón, fUeron deshidratadas en disoluciones crecientes de etanol. El alcohol se
sustituyó por óxido de propiieno:Spurr de forma que Ja inclusión final se realizó en Spurr puro (Spurr,
1969) a 700(2 durante 3 dias. Las ultrasecciones fueron teflidas con citrato de plomo (Reynolds, 1963) y
observadas en un microscopio electrónico Philips EM 300.
10.1.2. Análisis microbiológico
Se llevó a cabo un lavado superficial de 1,0 gramo de talo en condicionesestériles con agua
destilada. Aproximadamente 1,0 ni] de agua de lavado fUe inoculada en placas agar-agar (Merck) al 2%
y cultivadas durante 24 h a 370(2. Después de obtenerse las primeras colonias bacterianas, se realizó un
análisis microbiológico utilizando PanthoTec-U Test.
10.2. Alteraciones ultraestructurales en lotobiontes aislados
10.2.1. Microscopia electrónica de transmisión
Con objeto de establecer si las condiciones óptimas de secreción de ureasa pueden provocar
dafios estructurales en los fotobiontes o por el contrario pueden ser utilizadas para los posteriores
análisis con la lectina purificada, se establecieron dos ensayos. Una alícuota de suspensiones de
Trebouxia se incubó en urea 100 mM en tampón fosfato sádico 75 mM, pH 6,9, durante 41>. Otra
alícuota fue preparada como control, incubandose en paralelo únicamente con tampon.
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Los fotobiontes frieron tratados para posterior observación al microscopio electrónico de
transmisión tal como se indica en el apartado 10.2. Con objeto de facilitar la metodologia de trabajo, las
algas fueron preincluidas en agar-agar y posteriormenteeste bloque se fragmentó en pequeftas piezas de
2-3 ¡rin? Tras la deshidratación, las muestras fueron transferidas a diluciones de araldita 1 en óxido de
propileno (1:3; 2:2; 3:1) cada dos horas. Tras dos horas en araldita 1 pura las muéstras se cambiaron a
araldita II sobre la que se realizó la inclusión final.
10.2.2. Microscopia electrónica de barrido
Las algas previamente tratadas fueron adheridas a un soporte biológico denominado biosldn
para lo cual las algas en suspensión en tampón fosfato 10 mM, pH 7,0 fUeron depositadas en la matriz
fibrilar del bioskin, dejándose almacenadas toda la noche a temperatura ambiente. A continuación,
pequeflos fragmentos del bioskin (3-4 mm2) se prepararon para observación uitramic?oscópica.
Las muestras se fijaron con glutaraldehido al 2% en una solución de Milloning-fosfbto (tampón
fosfato 0,1 M, pH 7,2) durante 4 6 5 horas a 40<2. Como disolución lavadora se empleó Milloning-
glucosa, a la que se afíadió cloruro-cálcico al 1%. La deshidratación se realizó en series crecientes de
acetona al 400/o hasta acetona de 100%. Posteriormente, las muestras fUeron llevadas al punto critico
(71 bares, 410(2) hasta la sustitución de ¡a acetona en un desecador Balzer (CPD 030) utilizando como
fluido de transición (202. Las muestras fueron montadas sobre soportes metálicos, realizándose un
sombreado metálico con oro coloidal obtenido por ionización en una columna metalizadora Balser
(SCD 004) con unaaltura de 6-7 cm, distancia de trabajo adecuada para muestras de tipo orgánico. Se
conservaron en una desecadora hasta el momento de su observación en un microscopio Jeol (JSM
6.400) utilizando una tensión de 15 kV y20 kv.
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ti.- PURIFICACION TOTAL DE LAS ISOiFORMAS DE ARGINASA.
Dos proteínas con actividad arginasa, una de eUas intratalina (ABP> descrita hasta el momento,
y la otra segregable (SA) Rieron purificadas totalmente hasta homogeneidad tal como se indica a
continuación:
11.1. Purificación arginasa intratalina (AB?)
Esta proteína fue pre-purificada de 17 g de talo recién recolectado segun Bubrick et al. (1985),
mediante dos precipitaciones con sulfkto de amonio (como se indicó en el apartado 2.). La purificación
se completó según Planches y Legaz (1987), La proteína parcialmente purificada fue adsorbida sobre
gel de fosfato cálcico (hidroxiapatita) en relación 100 mg de peso seco por cada mg de proteína
(Martín-Falquina y Legaz, 1984). La molaridad de los tampones (Tris-HICI, pH 9.15) que se utilizaron
para la desorción oscilaba entre 10 y 220 mM. El gel se colectaba por centrifugación a 7.000 g (rotor
JA-2 1) durante 10 miii, afiadiendose al precipitado el tampón de la siguiente molaridad creciente. Todas
las fracciones obtenidas tras la desorción (aproximadamente 60 ml de cada una de ellas) fueron
analizadas para determinar su actividad específica arginasa. La fracción con mayor actividad específica
(140 mlvi) fue dializada en agua destilada durante 24 horas y liofilizada. La proteína se resuspendió en
10 ml de tampón Tris-HCI 140 mM (aproximadamente 0.11 mg mE’) y se filtró por una columna de
Sephadex 0-150 (36cm x 2.5 cm>. El volumen muerto (100 mI) se determinó con azul destrano 2000 y
la columna seequilibró con tampón Tris-lIC! 180 mlvi. La elución se realizó a flujo continuo, tomando
fracciones de 10 ml. La fracción que presenta mayor actividad arginasa fue recogida y liofilizada.
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11.2. Purificación arginasa segregable (SA)
11.2.1. Determinación del máximo de secreción
Con objeto de realizar la purificación total de arginasa con el mayor rendimiento posible, se
valoró el tiempo de secreción máxima de esta actividad enzimática en luz y obscuñdad a 260(2 de talos
incubados en arginina 40 mM (Planelles y Legaz, 1987).
Placas quecontenían 18 detaloen 15 ml deargina 4OmM en Tris-lIC] lOmMpH 9.15 frieron
incubadas en luzy obscuridad durante diferentes tiempos. Los medios de incubación se extrajeron cada
hora (hasta un máximo de 8 horas) y se dializaron frente a tampón durante 24 horas cambiando el
tampón 5 veces, Se valoró actividad arginasa de los dializados según Legaz y Vicente (1980).
11.2.2. Método de purificación de arginasa segregable
15 g de Xanthoria parlefina recién recolectados Rieron incubados en 150 ml de arginina 40 mlv! en
tampón Tris-HCI 10 mM, pH 9.15, durante 1 1> a 260(2 en obscuridad. La arginasa segregable fije
purificada del medio de incubación por precipitación con sulfato de amonio al 50 % (Planelles y Legaz,
1987). El sobrenadante se recogio y a continuación se siguieron los pasos de purificación que se
describieron en el apartado 10.1.
11.2.3. Ensayo de azúcares totales
Al igual que con la lectina intratalina parcialmente purificada, 65 mg en 1,0 ml de arginasa
segregable fueron sometida a hidrólisis ácida con objeto de verificar si dicha proteína estaba glicosilada.
El método se describió en el apartado 3,2.
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11.3. Electroforesis en poliacrilamida.
Con objeto de verificar la purificación y obtener el peso molecular de la proteína se realizó
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% ( O’Farrel, 1975) en condiciones nativas y
desnaturalizantes con SDS al 0,1%, hirviendo las muestras durantes minutos.
A continuación se describe la preparación de los geles:
a) Gel separador
El gel separador se preparó para un volumen final de 20 ml (aproximadamente un gel)
afiadiendo 7.5 ml de tampón Tris-HCI 1 lvi, pH 8.8; 4.4 ml de agua destilada; 8>40~ % TEMED;
0.037% persulfato amónico; 12% Acrilamida-Bis acrilainida; 0.1% SDS en los casos de electroforesis
desnaturalizante.
b) Gel condensador
Igualmente se preparó para un volumen final de 20 ml (aproximadamente un gel): 1,25 ml de
tampón Tris-HCI 1 M, pH; 6.8; 6.9 ml agua destilada ; 0.001% TEMED (y/y) ; 0.04% persulfato
amónico (y/y); 5% Acrilamida-Bis acrilaniida (y/y); 0.1% SDS &/v) en electroforesis desnaturalizante.
Las muestras (aproximadamente 20 mg) faeron disueltas en tampón de carga (Tris-HICI
50 mlv!, pH 6.8) conteniendo 0,7% B-mercaptoetanoL (y/y), 0.1% azul de bromofenol (y/y) y 10% de
glicerol (y/y) y sometidas a una corriente eléctrica manteniendo el amperaje constante 20 mA. El
tampónutilizado como electrolito fUe Tris-glicina 50 mlv!, pH 8.3.
Los geles Rieron fijados en metanol 4O0/~, ácido acético 10% (y/y). Las proteínas se revelaron
utilizando tinción de plata (Merril eta!, 1981).
12.- CARACTERIZAUON BIOQUIMICA DE AMBAS ISOFORMAS
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Para comparar la naturaleza química de ambas proteínas se procedio a la caracterización
bioquímica, analizando su peso molecular, punto isoeléctrico, aminoácidos, composición de los
carbohidratos que constituyen el resto glicosílico y espectro de fluorescencua.
12.1 Electroforesis en poliacrilamida: determinación de pesos moleculares.
Esta técnica ha sido descrita anteriormente. Para determinar el peso molecular se interpoló en
una recta patrón construida con proteínas de peso molecular conocido: Carbónico anhidrasa (29 kDa);
Ovoalbumina (45 kDa) y Seroalbuniina bovina (66 kDa), Todas ellas de Sigma Chem. Co.
12.2. Electroforesis capilar: análisis del punto isoeléctrico.
Alicuotas de ambas arginasas, cuya concentración aproximada fUe de 65 mgxnff’ Rieron
preparadas para su análisis por electroforesis capilar zonal con objeto de determinar su punto
isoeléctrico. Fueron dializadas frente a agua bidestilada y filtrada por filtros Millipore (15 de 0.22 mm
de diámetro de poro, liofilizadas y resuspendidas en tampón Tris-HCI 10 mM, pH 9,0.(Pedrosa, 1995).
Las condiciones de análisis se especifican a continuación:
a) (2aracterfsticas del capilar:
- Tubo de sílice fUndida recubierta de poliimida
- Diámetro interno: 75 mm
- Diámetro externo: 190 mm
- Longitud del capilarhasta la ventana de detección 63cm
b) Electrolito
- Tampón borato sódico 25 mlvi pH 9,0 en agua destiladay filtrada.




- Voltaje aplicado: 17 kV (aprox. 50 rnA)
- Tipo de inyección: Hidrodinámica durante 8 s
- Volumen de carga: 36 ml
d) Detección
- UV-on column a 200 nm.
El equipo utilizado Ibe un Spectraphoresis 500 de Spectra Physics. Los electroferogranias se
procesaron en un integrador SP 4290 (Spectra Physics). La determinación del punto isoeléctrico se
realizó mediante la interpolación de los valores de movilidad electroforética en una recta de calibrado
constmída con proteínas de pI conocido: Mioglobina (pI 7.0); Aldolasa (pI 6.6); anhidrasa carbónica
(pI 5.9); Alcohol deshidrogenasa (pI 5.4) y tiroglobulina (pI 4.6). Todas ellas de Sigma Chem Co.
Como marcador neutro se utilizó benzol (Carlo Eta al 4% v/’!> en el electralito de añálisis.
La movilidad electroforética (ma) se define como:
siendo L: longitud del capilar




12.3. Análisis de aminoácidos
80 mg de proteína de ambas isolectunas previamente dializadas en agua bidestilada y filtrada
Rieron utilizadas para realizar los análisis de su composición de aminoácidos. Controles de 80 mg y 250
mg de lisozima de clara de huevo (Sigma Chem. Co.> fUeron preparados de forma paralela para
controlar el proceso.
Las muestras Rieron tratadas según el método de Gavilanes el al. (1982>. Las proteínas Rieron
liofilizadas y disueltas en 0.2 ml de HO 6 N conteniendo fenol 0.1% (plv) y 20 nmolxnff’ de nor-
leucina como patrón interno. La hidrólisis se llevó a cabo a 1 Q50(2 en ampollas herméticas durante 24h.
Los hidrolizados se secaron en corriente de aire, afíadiéndoles después 200 ml de agua destilada y
secando posteriormente. Este proceso de lavado se repitió 2 veces. Las muestras fUeron procesadas en
un analizador de aminoácidos Beckrnan System 6300 con un nódulo de interfhse ‘analógica (System
Gold). El tiempo de análisis fUe de 65 miii.
Los restos Cys se valoraron mediante oxidación con ácido perfórmico (Hirs, 1967). La
preparación del ácido perfórmico se realizó mezclando agua oxigenada (30 volúmenes) con ácido
fórmico al 99% en relación 1:9. Se dejó a 250C durante 2 horas y media y se mantuvo a -1 00C al menos
durante 15 minutos.
Las muestras se preparan con 12.5 ml de ácido fórunico al 99%, comprobando que se
disolvieron y manteniéndolas en un bailo con hielo. La oxidación se realizó ailadiendo 15 ml de ácido
perfórmico a las muestras de 80 mg y 47 ml del mismo ácido a las muestras de 250 mg. La reacción se
mantuvo a ~10oCdurante 2 horas y media, A continuación las muestras se lavaron y liofilizaron
diluyendo al menos 30 veces con agua destilada. Por último, las muestras se sometieron a hidrólisis
ácida durante 24 horas como se indicó anteriormente.
Los residuos T¡yp fUeron determinados en relación con los residuos de Tyr del análisis anterior
mediante lectura espectrofotométrica (Beaven y Holiday, 1952>. Se disolvieron 80 mg de proteína en 1
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ml de NaOH 0. iN, comprobando que la absorbancia a 280nm estaba comprendida entre valores 0,2-
0,5. En este caso se midió la absorbancia a 294,4 y 280 nm calculándose el número de moles de Tryp
por molécula de proteína en fUnción del número de moles de Tyr por molécula (Beaven y Ho]iday,
1952).
12.4 Análisis de azúcares del resto glicosídico por HPLC
12.4.1. Hidrólisis ácida y extracción de azúcares
Muestras de 40 mg de arginasas purificadas fUeron hidrolizadas con 0,5 ml de HCI durante 2h a
temperatura ambiente en cápsulas herméticas (PlaneUes y Legaz, 1987). Las muestras Rieron secadas en
coruiente de alre y los residuos disueltos en 1.0 ml de etanol fino al 80% (y/y) y alrñacenados a -200C
durante 14 horas. Las muestras se calentaron a 600(2 durante 20 mm y se llevaron a sequedad. Este
proceso se repitió 3 veces en las mismas condiciones. El último residuo se reconstituyó con 1,0 ml de
etanol frío 80% y se centrifUgó a 13.000g durante 15 ruin a 20C (Legaz et aL, 1985). El sobrenadante
se evaporó hasta sequedad y se resuspendió en 200 ml de agua destilada y filtrada para posterior
análisis en Cromatografia Líquida de Alta Resolución (HPLC).
Muestras de 40 mg de fetuina (Sigma Chem. Co.), una proteína glicosilada cuya composición
de monosacáridos estaba previamente definida fUe hidrolizada de la misma forma con 5 ml de 11(21 6 N
con objeto de verificar la validez del método y que la cuantificación de monosácaridos de las lectinas
babia sido realizada sin destrucción por 11(21. La composición de los restos glicosilados de la fetuuna era
galactosa, manosa, glucosamina y ácido siálico (Spiro, 1960) además del ácido N-acetil-neuraminico, el
cual está ligado a un residuo de N-acetii-galactosaminitol (Spiro el al., 1974).
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12.4.2. Purificación de patrones
Los patrones utilizados Rieron: D-fructosa, D-ñicosa, D-glucosa, D-galactosa y D-manosa; O-
glucosamina, N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-D-ga]actosamina y ribitol como polialcohol, todos ellos
de Sigma Chem. Co, El acetonitrilo utilizado en la fase móvil procedía de Carlo Erba (grado HPLC).
LIna columna Micropack M% (Varian) suplementada con hexano para utilizar en fase normal fUe
preparada para analizar azúcares en fase reversa (Vicente et aL, 1991).
Muestras de 5,0 ml (8 mgxml’) de solución patrón disueltas en agua bidestilada y filtrada
Rieron aplicadas en una columna de alúmina neutra (11,0 cm x 1,0 cm) para cromatografla tipo WN-3
(Sigma Chem. Co.). La columna Rae equilibrada con agua bidestilada y filtrada, utilizándose ésta como
fase móvil. Las fracciones eluidas (5,0 mI) fUeron analizadas con objeto de verificar el contenido de
azúcares tal como se indicó en el apartado 3.2. (Dubois eta!, 1956). La fracción qué contenía la mayor
cantidad del correspondiente azúcar fiue secada en corriente de aire. Se siguió el mismo proceso de
extracción que las muestras y el residuo se preparó para su análisis por HPLC. Fracciones purificadas
de glucosa y galactosa Rieron identificadas por acción de enzimás específicas. Alicuotas de 0,5 ml de la
fracción más concentrada del correspondiente monosacárido Rieron incubadas durante 30 mm. a 300C
con 1,0 mg de glucosa oxidasa (Raabo eta!, 1960) o 1.0 mg de galactosa oxidasa (Avisad et aL,
1962), 0,5 mgde peroxidasa y guaiacol. El incremento de absorbancia se midio a 475 nm.
12.4.3. Condiciones de análisis
El cromatógrafo utilizado en este análisis flue un Varian Modelo 5060 equipado con un detector
Spectra System UY 2000 y un integrador Vista CDS 401 (Varian). Las condiciones Rieron las
suguientes:
a) Condiciones cromatográficas
- Columna l4lcroPack NH
2 lOp/N (30,0 cmx 3,0 mm) de Varian
- Fase móvil: acetonituilo: agua (80:20, y/y).
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- Flujo: 1,0 mlxmun’
- Temperatura: 200(2
- Presión: 50 atun
- Condiciones isocráticas
- Patrón interno: 2,0 mg ml’ ribitol
- Volumen de inyección: 10 ml
Tiempo de análisis: 10 min
b) Condiciones de integración
- Atenuación: 64
e) Condiciones de detección
- Detección en ultravioleta a 195 nm
- U.A.F.E: 0,002
La cuantificación fije realizadapor inyección de diferentes cantidades de patrón filtrado a través
de la columna de alumnina, estimando dicha concentración según Dubois el al?, (1956) tras interpolar
los valores de absorbancia en las rectas patrón correspondientes. El calibrado indirecto se llevó a cabo
utilizando ribitol como patrón interno.
12.5 Espectros de fluorescencia
Espectros de fluorescencia de ABP y SA se realizaron utilizando un espectrofluorimetro
Kontron, modelo SFM 25, equipado con un fotomultiplicador de referencia. El equipo poseía una
lámpara de xenon con una rendija de excitación y emisión de 15 y 10 nm respectivamente. Las cubetas
de cuarzo presentaban sus 5 caras pulimentadas, Los análisis se flevaron a cabo a temperatura ambiente
y la concentración de las proteínas te de 33,6 mg’<ml~’ y 71,0 mgxmf’ para ABP y SA,
respectivamente. Las muestras disueltas en tampón Tris-HCI 140 mM y tampón Tris-HCI de la misma
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molaridad Rieron dializadas frente a agua durante 24h. El tampón dializado Rue utilizado para realizar la
corrección de linea base.
Los espectros se registraron entre 270 y 500 nm utilizando como velocidad de barrido 50
nm>miff’. La longitud de onda de excitación fUe de 257 nm puesto que esta longitud ofrecía el espectro
más amplio (Pedrosa, 1993).
13.- AFINIDAD ENTRE LECTINAS Y EL RECEPTOR IJREASA
13.1. Análisis de afinidad por fluorimetria
Espectro de absorbancia y fluorescencia de SA fluoresceína fUeron realizados utilizando un
espectrofluorímetro SFM-25 Kontron equipado con cubetas de cuarzo. La longitud de onda de emisión
fUe de 470 (máximo de absorbancia) y el n*dmo de emisión de fluorescencia fUe de 490 nm. Estas
longitudes de onda se utilizaron en los posteriores análisis. Las unidades relativas de fluorescencia se
consiguieron por sustracción de la obtenida en controles tratados sólo con el fluorógeno.
41 mg de proteína (SA o ABP) Rieron marcadas con fluorescencia como se indicó en el
apanado 4.1. y dializadas frente a agua destilada durante 24 horas cambiando el tanque 4 veces.
Después de ésto, fotobiontes recién aislados (Ascaso, 1980) e inducidos con urea 100 mM durante 4h
en tampón fosfato 75 mM, pH 6.9 Rieron incubados con las proteínas marcadas durante 3h a 26 oc en
obscuridad. Tras la incubación, las células se lavaron en tampón y se centrifUgaron a 27.000 g durante
20 mm a 20C.
Aquellas células preincubadas con ABP marcada Rieron incubadas con SA no marcada
mientras que aqueflas que tenían unidas a su receptor SA marcada Rieron incubadas con ABP no
marcada. Ambas incubaciones se realizaron durante 3h a 260(2 en agitación y obscuridad. El medio de
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incubación se recogió por centrifrugación a 27.OOOg durante 20 mm a 20(2 y se midio la emisión de
fluorescencia relativa a 490 nm.
13.2. Análisis de afinidad por microscopia de fluorescencia
Algas aisladas de 10 g de talo fresco Rieron incubadas con urea 100 mM durante 4h a 260(2.
Tras el lavado en tampón PBS pH 7.4, dos alícuotas de suspensión alga! (5,0 mI) fUeron incubadas
durante 3h a 260(2 con 41 mg de SA marcada o con ABP marcada con el fluorocromo. Una alícuota
(2,5 mI) se uncubó nuevamente con las proteínas sin marcar, como se indica en el ensayo anterior. Las
células usadas en los cuatro análisis fUeron recogidas por centriflugación y lavadas abundantemente con
tampón PB 5. Preparaciones frescas de las células fUeron observadas en un microscopio de
fluorescencia Axioskop Zeiss-MC-SO (West C3ermany) y fotografiadas mediante ex¡iosición automática
utilizando una película Agfaclirome 100 ASA. Se contabilizó el número de células con fluorescencia
roja y amarilla, realizando los pertinentes análisis estadísticos.
14. ANALISIS DE POLIAMINAS EN FOTOBIONTES
Con objeto de valorar el efecto de la entrada de isolectinas argunasa en la ruta de síntesis de
poliamunas en el interior celular se realizaron los siguientes tratamientos:
14.1. Tratamientos previos en el fotobionte
Un gramo de talo liquénico fUe utilizado para cada ensayo a partir del cual se extrajeron los
fotobiontes, que se resuspendieron 7 ml de tampón PBS. Los doce ensayos se describena continuación:
En seis de los ensayos las algas fUeron incubadas en 5,0 ml de arginuna 28 mM (Legaz et al,
1986) durante 30 mm a 26~(2 en obscuridad en continua agitación y posteriormente lavadas en PBS
durante 10 miii a 10.000 g. Tres de los cuales Rieron incubados en 5,0 ml de urea 100 mM durante4h a
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26 0C en agitación con objeto de inducir el receptor. Uno de estos se incubó con 68 mg de AiBP (7,0
mI), otro con 68 mg de SA (7,0 mI) y el último sirvió de control. La reacción se llevó a cabo durante 3h
a 260(2 en obscuridad. En los otros 3 ensayos las algas no fUeron sometidas a inducción del receptor y
Rieron incubadas directamente con las lectinas tal como se describe anteriormente.
En los otros seis ensayos, las algas no Rueron suplementados con el aniináácido. De éstos, en
tres las células fberon inducidas con urea e incubadas posteriormente con ABP o SA (68 mg en 7,0 ml
de tampón). También Rae preparado un control sin proteína. Por último, en los otros tres ensayos, las
algas no Rieron sometidas a inducción del receptor en pared, incubándose después con las isolectinas tal
como se indicó anteriormente. También flue preparado un control no tratado.
Tras los tratamientos, las células se lavaron con tampón y se recogieron por centrifUgación a
10.000 g durante 15 mm a20C. La pella se congeló durante toda la noche a ~200Cp~ira posteriormente
extraer las poliaminas.
14.2. Extracción de poliaminas
El proceso de extracción aparece en el esquema (Esq. 3.) y se realizó de acuerdo con Escribano
y Legaz, (1988). La células Rieron maceradas con 5% de ácido perclorico (PCA, ph’) el cual contenía
n-butilamina 5 mM como patrón interno. Esta suspensión ñue almacenada toda la noche a 40(2 en tubos
de plástico y posteriormente centriñugada a 48.OOOg durante 20 miii a 20(2,
El precipitado fue lavado 4 veces con ácido perclórico 5% y neutralizado con NaOH 1 N,
afladiendo patrón interno a una concentración de 5 mM en PCA al 5% (p/v). Las muestras se agitaron y
se dejaron reposar toda la noche a 4W. A continuación, se realizó una hidrólisis ácida con HG 12 N
durante 18 horas a temperatura ambiente. El hidrolizado se secó en corriente de aire a 700(2 y ~
resuspendió en PCA al 5% frío para su posterior centrifUgación a 12,000 g durante 15 mm. El
sobrenadante se secó en corriente de aire a 70~C y se almacenó para su análisis por HPLC. Esta
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fracción correspondía a las poliammas conjugadas a macromolécula e insolubles en ácido (Fracción
PH)
El primer sobrenadante contiene las poliaminas libres (Fracción 5) así como las poliamunas
conjugadas solubles en ácido (Facción SH. La mitad del volumen del sobrenadante se almacenó a -
200(2 para su posterior derivatización y análisis por HPL(2. El resto del volumen ~setrató para extraer
las poliaminas solubles en ácido mediante hidrólisis ácida con HCI 12 N, relación 1:1 (y/y). La hidrólisis
se mantuvo durante 18 horas a temperatura ambiente. Esta fracción (S+SH) se secó de igual forma que
la fracción PH y se almacenó a ~200Chasta su deuivatización.
14.3. Derivatización de las poliaminas
El proceso de derivatización se muestra en el esquema (Esq. 4.). Una alicúota de 0.2 ml de
extracto en PCA 5% fUe dansilada con 0.4 inI de cloruro de dansilo (20 mgxnff’ en acetona grado
HPLC) en presencia de (2O3Na2 saturado. Tras agitación durante 30 miii, se dejó en reposo durante 16h
a temperatura ambiente en obscuridad. Se afiadio 0.1 ml de prolina y se agitó durante 30s, dejándolo en
reposo 30 mm con objeto de eliminar el exceso de cloruro de dansilo. La muestras fUeron tratadas con
tolueno (3,0 mI), agitando 30 s y dejando decantar durante 15 mm. El proceso se repitió dos veces y la
fase orgánica se recuperó y secó en corriente de aire a 40(2• Se adicionaron 600 ml de metanol potasa
28,5 % (p/v) a las muestras, incubándolas a 500(2 durante 45 miii. Después, 1,5 ml de una mezcla
8Q!JQS~ de fosfatos (20g PO4HNa2 + 20g P04{2K hasta 150 mIde agua destilada) se incorporaron a]
ensayo. Posteriormente, se extrajo con tolueno tal como se indicó anteriormente. La fase orgánica se
secó a 40~C, disolviendo el residuo seco en 1,0 ml de metanol (grado HPLC) para su posterior análisis.
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14.4 Análisis de poliaminas
Las poliaminas frieron analizadas por HPLC en fase reversa de acuerdo con el método descrito
por Escribano y Legaz, (1988).
a) Condiciones cromatograificas
- Columna: Micro-Pack MCH-SN cap Varian (15 cmx 4 mm).
- Fase móvil: Gradiente de concentraciones
Fase A: Metano] grado HPLC
FaseB: Agua bidestilada y filtrada (Millipore OS)
- Flujo: Gradiente de flujo entre 0,7 m]xminu y 1,5 mfrniun’
- Presión: máxima: 130 atm
mínima: 66 atm
- Volumen de inyección: 10 ml
- Tiempo de análisis: 30 mlii
b) Condiciones de integración
- Atenuación 32
c) Condiciones de detección
- Emisión de fluorescencia
- U.A.F.E.: 0,002
La fase móvil fue sometida a un gradiente linial de concentración que oscilaba desde 60% de
fase A a tiempo cero hasta un 85% de la misma fase a los 15 mm de análisis, manteniéndose esta
proporción durante 5 mm más a partir de los cuales se inició el contragradiente hasta los 30 aún de
análisis (Fig. 2.). La cuantificación de poliaminas se realizó interpolando los valores de cuentas de area
relativas sobre una recta patrón de putrescina, espermidina y espermina utilizando concentraciones
crecientes de dicha poliaminas, verificando la respuesta lineal del detector.
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Fig. 2. Análisis de poliaminas de HFLC en fase reversa.
Gradiente de flujo de la tase móvil (--->. Gradiente de
concentracion de la tase móvil en función del porcentaje de























El gradiente de flujo comenzó con un valor de 0,7 mlxniin~’ incrementándose hasta. 1,5
mlxmin u en los primeros 15 mm de análisis y conservándose durante 5 mm más. A partir de este
tiempo, se inició el contragradiente de forma que las condiciones de análisis Rieron las mismas que las
iniciales.
15.- ANÁLISIS DE CLOROFILAS POR HPLC
Se valoró por HPLC la degradación de clorofilas en fotobiontes así como de clorofila exogéna.
Los tratamientos a los que Rieron sometidos los fotobiontes fUeron los indicados en el apartado anterior
para el análisis de polianiinas.
15.1. Extracción de clorofilas endógenas
Tras los tratamientos, las algas fueron recogidas por centriflugación a 1 0.OOOg durante 10 miii,
congeladas y maceradas con alúmina tipo A-5. El macerado se resuspendió en 4 ml de acetona 80 %
durante 30 mm (3 veces) y se centiiñ.ugó a 10.OOOg durante 10 mm, extrayendo la fase orgánica. Una
segunda extracción se realizó con 4 ml de éter de petroíeo durante 48 horas. Ambas fases se unieron y
secaron en corriente de aire. El residuo seco se almacenó a ~20oCno más de 24 horas para su posterior
análisis por HPLC.
Algas recién aisladas Rieron también incubadas con putrescina (Sigma Chem. Co.) en tampón
fosfato 10 mM pH 7.0 durante 3h a 25 O(2~ El proceso de extracción flie el indicado anteriormente.
En todos los casos, 0,5 ml de extracto libre de células fue reservado para valorar proteína
(Lowryetali, 1951).
15.2. Análisis de clorofilas porRPLC





- Columna Micro-Pack MCH-Sn cap Varian (15 cmx 4 mm).
- Fase móvil: Gradiente de concentraciones
Fase A¿ Acetato deetio:metanol:agua (15:25:20,
y/y)
Fase E: Acetato de etilo:metanol agua (60 30 10,
y/y)
- Flujo: Gradiente de flujo entre 1,3 y 1,5 mlxmun u
- Temperatura: 250(2
- Presión máxima: 170 atm
- Presión mínima: 10 atm
- Volumen de inyección 10 ml
- Tiempo de análisis: 50 minutos
b) Condiciones de integración
- Atenuación 64
e) Condiciones de detección
- Detección por absorbancia a 665 nm
- U.AYE.: 0,002
El gradiente comenzó con un flujo de 1,3 mlxmiff1 utilizando como fase móvil 100% fase A hasta los 6
minutos de análisis. El flujo se modificó a este tiempo a 1,5 mlxmiff’ manteniendo constante Za fase
móvil hasta el minuto 7 de análisis, cuando se incorporó un gradiente de concentraciones,
incrementando el porcentaje de la fase E hasta 100% a los 14.5 minutos de análisis (Fig. 3), Estas
condiciones se mantuvieron hasta el minuto 25,5, tiempo al cual comenzó el contragradiente de manera
que al final del análisis la condiciones fueran iguales que la iniciales (iFig. 3.).
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Fig. 3. Análisis de clorofilas por HPL(2 en fase reversa. Gradiente de flujo de la fase móvil (- -
Gradiente de concentración de la fase móvil en función del porcentaje de fase A respecto al total —
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El cromatógrafo utilizado en este análisis fije un Varian Modelo 5060 equipado con un detector
SpectraPhysics UY 2000 y un integrador vista CDS 401 (Varian).
16. ENSAYOS DE LIGAMIENTO ISOLECTINA-RECEPTOR.
16.1. Unión isolectinas a eritrocitos. Hemaglutinación.
30 ul de cadaisolectina disueltas en suero salino (Lockhart el al., 1978) se incubaron con 30 mi
de sangre humana del grupo B- y observada en un microscopio de luz blanca Labophot Nikon (Japan).
Controles preparados en suero salino también Rieron preparados. La emulsión fotográfica utilizada para
realizar las fotomicrograflas fue Plus-X-Pan 125 ASA.
16.2. Unión isolectinas-receptor. Valoración de actividad ureasa en pared
Fotobiontes recién aislados de 6,0 g de liquen Xanthoria parietina (Ascaso, 1980). Una
alicuota de 1,0 ml de fotobiontes resuspendido en tampón PBS fUe preincubada en urea 100 mM
durante 4h mientras otra alicuota del mismo volumen fl.ue incubada en tampón sin inductor. También
fueron preparados un control no tratado y otro únicamente incubado con urea. Tras la preincubación
las algas fueron lavadas y cultivadas durante 3h con las isolectinas aisladas (ABP y SA) a una
concentración de 30 mgxmr’ (volumen final) en tampon PBS, en obscuridad, agitación constante y
26~(2. Tras la incubación, se centrifugaron durante 15 niin a 10.000 g y se aislaron las paredes celulares
(Legaz y Vicente, 1989). Las paredes se resuspendieron en 2.5 inI de tampón fosfbto 75 mM, pH 6.9 y
se procedió a la valoración de actividad ureasa ((Jonway, 1962) y la estimación de proteínas (Lowry el
al, 1951)tal como se indicó en el apartado 5.4.
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16.3. Unión isolectina-receptor de fotobionte. Observación Microscópica.
Alicuotas de 0,5 ml de los ensayos anteriores fueron utilizadas para preparar muestras en fresco
y observarlas al microscopio de luz blanca (Labophot Nikon AFX-HA). Los mismos ensayos se
repitieron en un medio isotónico que contenía sorbitol 1,2 M (Ahmadjian, 1987). Los resultados se
recogieron en una película fotográfica Plus-X-Pan 125 ASA mediante un sistema electrónico de
exposición.
16.4. Valoración de actividad glucanasa intracelular
Ensayos paralelos a los anteriores permitieron valorar la actividad glucanasa intracelular. Tras
los tratamientos anteriormente expuestos, las células fueron recolectadas por centnfUgación y lavadas
en tampón acetato sódico 10 mlvi, pH 3,5. Posteriormente, se obtuvo el extracto libre de células por
macerado de las mismas con alumuna neutra Tipo A-5. Un mililitro de cada extracto fUe utilizado para
valorar actividad glucanasa. El medio de reacción contenía 1,0 ml de carboximetilcelulosa 1% (Fluka
AG) en tampón acetato, 1,0 ml del extracto y 1,0 ml de tampón acetato. Controles paralelos fueron
preparados. El proceso transcurrió a 370C en agitación durante 5 horas. Una vez detectada la reacción
por incremento calorimétrico a 540 nm (Somogyi, 1952 revisado por Nelson, 1944) se estimó la
concentración de azúcares reductores por interpolación en una recta patrón. La valoración de proteínas
se realizó por el método de Lowuy el aL, (1951). La actividad específica se definió como 1,0 mmol de
glucosa producido por mm y mg de proteina.
Incorporando 1,0 ml de sorbitol 1,2 M al medio de reacción y una concentración conocida (1,0




16.5. Efecto de la putrescina sobre la actividad glucanasa
16.5.1. Actividad glucanasa de un preparado comercial
El medio de reacción se preparó conteniendo 0.5 mi de glucanasa (Sigma Chem Co.) 1,0 mg
mF’ en agua destilada, 1 ml de CMC al 1% (plv) en tampón acétato, 0,5 ml de j,utrescina a distintas
concentraciones (OmM, 1 mM, 3mM, 5mM, 7mM y 1 OmM, volumen final) en tampón acetato. La
poliamina se mantuvo en contacto con la enzima durante 15 mm a 260C en agitación. La reacción
ocurrió a 370C durante 2h y fue interrumpida con 1,0 ml de NaOH 3% y detectada con 0,3 ml de
dinitrosalidilico tras hervir las muestras 10 niin y medir absorbancia a 540 nm (Sumner, 1921).
16.5.2. Actividad giucanasa intracelular
En este caso, la glucanasa comercial te sustituida por un extracto Ubre de células obtenido de
fotobiontes recién aislados de 3,0 g de Xanthoria parietina. El tiempo de reacción fue de 5 horas y
media. La actividad glucanasa específica se valoró como en el apanado anterior. La concentración de
proteínas se determino por Lowry el aL, (1951).
17.- METODO DE AISLAMIENTOY CULTIVO EV VITRO DEL
FOTOBIONTE.
Parte de la experimentación se realizó con fotobiontes mantenidos en cultivo axénico
aposimbionte durante dos meses, Los métodos y materiales de esta técnica se describen acontinuación.
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11.1. Preparación del medio de cultivo
Solución madre A:
1) NaNO3 (2,5 g), 2) Ca C12 2H20 (0,25 g), 3)MgSO4 7H20 (0,75 g), 4) K2HPO4 (0,75 g), 5)
KHIPO4 (1,75 g), 6) NaCí (0,25 g) añadiendo agua destilada hasta 100 ml en cada una de las seis
disoluciones.
Solución madre B:
1) H3B03 (1,142 g); 2) PeSO4 7H20 (0,438 g), ZnSO4 7H20 (0,882 g), MnCI2 4H20 (0,144
g); 3) MnO3 (0,071 g), CuSO4 5H20 (0,157 g), Co(N03» 6H20 (0,049 g); 4) HUTA (5,0 g), KOH
(3,1 g).
Todas las disoluciones se completaron con agua destilada hasta 100 ml a excepción de la 2) que
fue completada con una disolución de ácido sulfurico al uno por mil en agua destilada.
La preparación del medio (Devon y BoId, 1960) se llevó a cabo tomando 10 ml de cada una de
las disoluciones A y 1,0 ml de cada una de las disoluciones E y completando hasta un litro con agua
destilada. Se añadieron 40 £ de “extracto de suelo” se esterilizó a 121
0C y 1 atm durante 20 mm
(BBM-líquido). Por último , 20 g de agar-agar (Merck para microbiología) se mezclaron y agitaron
fuertemente esterilizando el medio como se indicó anteriormente. El medio se añadió a placas petri y se
dejó solidificar (BBM-sólido).
17.2. Preparación del extracto de suelo
El extracto de suelo se preparó según Esser, (1976). 500 g de suelo del area próxima a donde
fue recogido el liquen se sumergieronen 2 litros de agua destilada y se esterilizaron durante 2h a 800C.
A continuación, se filtró la suspensión y se volvió a esterilizar. La disolución madre se preparó tomando




17.3. Aislamiento del fotobionte
El aislamiento de los fotobiontes se realizó mediante el método de la micropipeta (Ahmadjian
19673993).
mlii y lavados en tampón PBS
bidestilada y estéril (1210C, 1
Los talos de Xanthoriaparietina fUeron rehidratados durante 20
durante lb (Bubrick el aL, 1985). A continuación, se lavaron con agua
atm, 20 miii) durante 1 hora en agitación.
Los podecios se limpiaron por observación a la lupa obteniendo fragmentos de
aproximadamente 2mm2. Los fragmentos fueron macerados entre dos portas de vidrio estériles en una
cámara de flujo Janiinar. La suspensión celular se inoculó con una micropipeta en medio BBM (Devon
y BoId, 1960). Las placas frieron cerradas de forma no hermética y trasladadas a l&cámara de cultivo
cuyas condiciones se especifican a continuación: temperatura 200C; fotoperiodo 12 horas luz: 12 horas
oscuridad, intensidad de luz 60-100 mE nÍ2x&’ con lámparas Philips 65W/29RW (Stocker-W¿5rgdtter y
Túrk, 1991).
17.4. Aislamiento del micobionte
Como dato adicional se aisló y cultivo también e] micobionte de Xanthoria parlelina
con objeto de determinar la viabilidad del micobionte aislado del autofotosimbionte. Este proceso se
llevó mediante esporulación invertida en placa Petri (Ahmadjian, 1961) utilizando como medio de
cultivo LBM medio al 4% de glucosa (Lilly ¿md Barnett, 1951).
18.- ESTUDIO MORFOLOGICO DE LOS CULTIVO
Con objeto de aproximarnos al estado fisiológico de los cultivos así como determinar los
diferentes estadios del desarrollo del fotobionte de Xanthoria pandina se prepararon muestras en
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fresco de trebouxoides cultivados durante dos meses como se indicó en el apanado anterior. Las
muestras Rieron observadas en luz blanca y luz polarizada (interferencia de fase). La observación
microscópica se realizó utilizando un microscopio de luz blanca Reichert Polyvar que disponia de
objetivos y condensador, así como de un prisma de Nikol para observación con luz polarizada. La
exposición fotográfica se realizó por un sistema de flash automático filado a Ia~ lentes. La pelicula
utilizada fue Kodak T-Max 100 ASA.
19.- ENSAYO DE LIGAMIENTO DE ISOLECTINAS EN CULTIVOS
19.1. Tratamiento previo y observación microscópica
Dos isolectinas con actividad arginasa en concentración 31 mgxmf’ (volumen final) fueron
purificadas tal como se indicó en el apartado 11. Posteriormente se marcaroñ con fluoresceina
(apartado 4.1,) y se incubaron durante 30 miii a 260C, en agitación y obscuridad con fotobiontes
cultivados (aproximadamente 10 mg peso seco) que habían sido pre-incubados en urea 100 mM
durante 4h tampón PBS pH, 7.4. o con fotobiontes no inducidos. También Ñe preparada para
observación una alícuota de fotobiontes no tratados o incubados únicamente en urea. Tras posterior
lavado con tampón PBS fueron preparadas en fresco en un microscopio de fluorescencia Reichert
Univar. Las muestras fUeron fotografiadas mediante sistema electrónico con una película color
agfacrome 100 ASA. En paralelo, estos ensayos Rieron observados en luz blanca y luz polarizada
como se describe en el apanado anterior.




19.2. Unión isolectinas-receptor. Detección enzimática.
Las muestras Rieron congeladas a -200C. Posteriormente se aislaron paredes celulares (Legaz y
Vicente, 1989) y se valoró la actividad ureasa de las mismas tal como se indicó en el apartado 5.4.
20. TRATAMIENTOS ESTADISTICOS
Se calculó en todos los análisis realizados la media aritmética (valor representado o dato
numérico) y la desviación típica (indicada mediante número en las tablas o barras en las
representaciones gráficas).
El ajuste de las rectas de calibrado o patrón se realizó por el método de mínimos cuadrados.
En las distribuciones no paramétricas se realizó un análisis estadístico aplicando X’ de
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LLECTINA INTRATALIINA Y SU RECEPTOR DE PARED
Se detallarán inicialmente los resultados fisiológicos y bioquímicos particulares de la lectina
parcialmente purificada así como de su receptor de pared. La purificación y caracterización de una
arginasa intratahna y otra segregable al medio permitirá comparar la naturaleza química de estas
proteínas como isolectinas o isoformas de una misma enzima, así como discutir los resultados de su




1.-PURIFICACION Y CMiACTERIZACION PARCIAL DE LA LECTINA
INTRATALINA
La proteína descrita porBubricketa/., (1985) Rie purificada parcialmente tal como se indicó en
el apartado 2 (Material y Métodos). El extracto libre de células (100 mI) fue llevado a saturación al
40% (p/v) con sulfato de amonio obteniéndose una mayor actividad arginasa en el sobrenadante. Este
se saturó al 60% con sulfato de amonio, comprobando que la proteína descrita que se recogía en el
precipitado presentaba actividad arginasa. La actividad especifica de la proteína fue de 4.73 unidades
con un rendimiento del 6,61% en la purificación. La proteína obtenida en este proceso fue purificada
2.95 veces.
Mediante el ensayo enzimático se pudo comprobar que la proteína descrita tradicionalmente
como una lectuna secomportaba como una proteína con actividad arginasa. Dicha proteína fUe entonces
eluida de una columna de Sephadex 0-150 con tampón PBS a flujo continuo. Las fracciones eluidas
Rieron utilizadas para valorar cantidad de proteína y actividad arginasa. Como se observa en la Fig. 4 se
obtuvieron dos máximos. Uno de ellos correspondía a una proteína con actividad arginasa (0,35
unidades) que elula en el volumen muerto y que, por tanto, tenía un peso molecular superior a 150 kDa.
La evaluación de azucares totales en esta fracción, tras hidrólisis ácida, hacía sospechar la naturaleza no
glicosilada de Ja misma. Entre las fracciones 60-80 eluyó una proteína con actividad arginasa (1,6
unidades). La proteína aparecía glicasilada. La fracción con mayor concentración de azúcares fUe
también aquelia quemostró una mayor cantidad de proteínas. La valoración cuantitativa de azúcares se
hizo por interpolación de los valores de absorbancia en una recta patrón de glucosa (Fig. 5).
Por tanto, Ja proteína parcialmente purificada y definida como leclina se resolvió por
croniatografla de exclusión molecular por Sephadex 0-150 en dos isoformas de arginasa constitutiva,
una de ellas de elevado peso molecular y de naturaleza no glicosilada que elula en el volumen muerto en
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una única fracción y otra de naturaleza glicoproteica, con una elevada actividad arginasa, que eluta
entre las fracciones 60-80 ml.
2.- DETERMINACION DE ACTIVIDAD UREASA EN PARED CELULAR
DEL FOTOBIONTE
Fotobiontes de Xanthoric, par/erina fueron aislados en gradiente de 1K-sacarosa e incubados
durante tiempo variable en distintas concentraciones de urea. Se aislaron tas paredes celulares y se
estimó su actividad ureasa,
La Fig. 6 muestra la curva de velocidad de reacción (Fig. 6.A) así como la actividad específica
(Fig. 6.B) a distintas concentraciones del inductor, en función del tiempo de incubación. Como se
observa (Fig. 6A), la velocidad de reacción máxima se alcanzaba a concentraciones de 40 y 100 mM de
urea tras 6 y 2 horas de incubación, respectivamente. La curva de actividad específica muestra un
máximo cuando los fotobiontes fueron inducidos con urea 100 mM durante 4h (Fig. 6.B).
Aquellos fotobiontes que no fueron incubados en presencia de inductor sólo mostraron
actividad ureasa en paredes celulares tras dos horas de incubación en tampón fosfato 75 mM pH 6,9.
En estas condiciones, tanto la velocidad de reacción como la actividad específica tomaron valores
máximos a las 6 horas de incubación. La actividad específica (3,SxI& unidades) fije 3,7 veces menor
respecto a la actividad máxima observada (131 XI o~ unidades),
2.1. Efecto de la parietina
La parietina es una antraquinona, fenol mayoritario en el liquen Xanlhoria pw-/et/na. Tras
purificar dicho fenol como se indico en el apartado 5.5.1. (Material y Métodos), se realizó un espectro




La parietina presenta dos máximos de absorbancia, uno de ellos en el espectro visible, a 430 nm y el
otro en el ultravioleta, a 280 nm (Fig. 7). Este último máximo se corresponde con el máximo de
absorbancia de los compuestos aromáticos. En función de estos resultados, se estimé la pureza de la
parietuna separada por HPLC en fase reversa utilizando una columna Nucleosil 5 CS. La detección se
realizó por absorción a 280 nm. Los resultados revelaron que la parietina eluye con un tiempo de
retención de 2,62 mm con un indice de pureza del 97% (Fig. 8), La estabilidad de la parietina diluida en
el tampón fosfato 75 mM, pH 6,9 (tampón en el que se llevaron a cabo las reacciones enzimáticas) es
muy elevada como así lo muestra la no detección de productos de degradación por cromatografia en
fase reversa tras tres días de dilución a temperatura ambiente y obscuridad.
La cuantificación de la parietina se realizó mediante interpolación de los valores de cuentas de
area obtenidos en una recta de calibrado construida con concentraciones crecientes de parietina (Indice
de pureza de 97%). La recta fue ajustada por el método de mínimos cuadrados eligiendo el rango de
linearidad del detector.
La actividad ureasa en pared se valoré en presencia o ausencia de esta antraquinona a
concentración conocida. El mismo ensayo se realizó con ureasa critalina comercial. La hg. 9 muestra la
actividad ureasa en función de la cantidad de parietina incluida en las mezclas de reacción, Como se
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observa, la actividad de esta enzima disminuye en fUnción de la concentración de parietina, hasta
hacerse cero a concentraciones de fenol semejantes a las encontradas en las paredes del fotobionte. Los
resultados obtenidos en relación con la ureasa comercial confirman el papel inhibidor de esta
antraquinona en la actividad ureasa.
3.-LIGAMIENTO DE LA LECTINA JINTRATALINA
Los ensayos de ligamiento entre la lectina con actividad arginasa y la ureasa de pared se
realizaron a nivel microscópico, tanto óptico como electrónico, así como a nivel bioquímico,
detectando por HPLC de exclusión molecular que tal unión se verificaba y comprobando mediante
ensayos químicos los posible cambios en su actividad enzimática.
3.1. Ensayos enzinniticos de ligamiento en fotobiontesy en paredes celulares
Los estudios de unión lectina-receptor se realizaron en fotobiontes recién aislados y no tratados
(usados como control) y en fotobiontes inducidos con urea 100 mM durante 2k También se ensayo su
desorción con galactosa 20 mM y 10 mM durante 30 mm. (Apartado 6.1 , Material y Métodos). Tras
incubar la lectina y el ficobionte, se separaron las células por centrifUgación. La Tabla 1 recoge las
actividades enzimáticas de la lectina en el sobrenadante y en paredes celulares así como la actividad
ureasa de las paredes del fotobionte.
La actividad arginasa de la teatina no tratada es de 1,6 unidades presentando un ligero descenso
cuando ésta es incubada con fotobiontes aislados no tratados, Sin embargo, los valores de actividad
descienden en un 99,2% cuando la lectina se incubó con fotobiontes que habían sido inducidos con urea
durante 2 h. La desorción con galactosa 20 mM permitió una recuperación del 3,45% de la actividad
arginasa. No se detectó actividad ureasa en ninguna de las fracciones de lectina. La actividad ureasa en
paredes también presentó alteraciones en función de los tratamientos. Las algas inducidas presentaban



















































































































































































las paredes se sometieron a desorción en presencia de galactosa 10 mM, la actividad se recuperó en un
41%. Las paredes recién aisladas presentaban también cierta actividad arginasa (2,5>’ io-~ unidades), que
se vio anulada tras la unión y que no fue recuperada tras la desorción.
3.2. Ensayos de ligamiento en fotobiontes con lectina marcada.
Ante los resultados enzimáticos obtenidos, el siguiente objetivo fue detectar la unión a nivel
microscópico para lo cual se marcó la lectina directamente con dos tipos de marcadores diferentes,
- Fluoresceína
Se trata de un compuesto insoluble en agua con un peso molecular de 332.3 Da capaz de unirse
a proteínas confiriendoles la capacidad de ser detectadas al emitir fluorescencia amariUo-verdosa.
HO o
Fluoresceína
La unión de la lectina con el fluorógeno inhibía su actividad enzimática, que se reducía en un
67,3%, tal como se observa en la Tabla 2. Cuando arginasa comercial se marcó en las mismas
condiciones que la lectina y se valoró su actividad, se verificó dicha inhibición, disminuyendo la
actividad hasta un 54,2%. Estos resultados indican la capacidad de inhibición de la actividad arginasa de
una molécula pequeña como la fluoresceína.
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Tabla 2. Efecto del marcaje con fluoresceína y ferritina en la actividad arginasa
detectada en la lectina y en arginasa comercial (Sigma Chem. Co.)
Preparación Cantidad de proteína en
mezcla de reacción (sg)
Actividad arginasa
(pmol amonio mir< mg~1>
Lectina 68 18,7
Lectina FI 46 6,1
LectinaFr (Fracción II) 34 17,1
Lectina Fr (Fracción III) 044 n.’ d.
Arginasa comercial 300 44,1
Arginasa comercial FI 300 20,2
Arginasa comercial Fr 300 40,1
n.d. No detectada
FI Proteína marcada con fluoresceína




Es una proteina de elevado pesomoJecujar constituida por un 20-21% de hierro, lo que la hace
localizable por microscopia electrónica de transmisión. Su capacidad de unirse a otras proteínas permite
detectar la proteína marcada a nivel ultraestructura]
Tras la unión de la lectina a esta proteina, como se indicó en eJ apartado 4.2 (Material y
Métodos), el asociado fue filtrado por una columna de Sephadex G-150. Como se observa en la Fig.
10, la proteína eluye entre los volúmenes 9Oy 120 ml observándose el máximo a 280 nm (detección de
proteína) y a 460 (detección de fenitina) entre los volumenes 100-110 ml (fracción II)y 110-120 ml
(fracción Ud). Dichas fracciones fueron recogidas, valorando su actividad. Tal como seobserva en la
Tabla 2, la fi-acción II no presentó actividad arginasa detectable, posiblemente porque estaba formada
por agregados ferritina-ferritina, mientras que para la fracción III se estinió una actividad similar a la de
la lectina sin marcaje previo. Esto indica que la unión proteína-proteína a través de un intermediario
como el glutaraldehido no afecta el centro activo de la lectina.
3.2.1. Unión de lectina fluorescente y fotobiontes aislados.
Las proteínas fueron marcadas tal como se indicó en el apartado 4 (Material y Metodos) y
posteriormente incubadas con fotobiontes recién aislados o inducidos (Apanado 6.2 , Material y
Métodos). Inmediatamente después de la incubación, se observaron las preparaciones en fresco de las
células por microscopia de fluorescencia, Los resultados a nivel microscópico se recogen en la Fig. 11.
Las Figs. II 1.A y liB muestan un cultivo de fotabiontes no inducidos e incubados con lec¿ina niaxada
con fluoresceína utilizando filtros especificas que recogían Ja emisión de fluorescencia (Fig. 11 .A) y en
luz blanca (Hg. 11 .B). Como se observa en Ja Fig. líA, prácticamente no existia emisión de
fluorescencia amarilla, lo que indicaba que no se habla producido unión de Ja proteína a las paredes. La
fluorescencia roja, consecuencia de Ja emisión de las clorofilas a 685 nm mostraba que las células eran
fotosintéticamente activas. Cuando los fotobiontes fueron previamente incubados con urea y
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presentaban ureasa en pared, la lectina fluorescente se unió a paredes del autobionte, como se observa
en la Fig. liC. Esta unión suponia una pérdida de las actividades enzimáticas que no llegaba a
recuperarse totalmente tras la desorción con galactosa (Tabla 2). Desde el punto de vista óptico, no se
observaba plasmolisis ni variaciones en el tamaño y la forma de los fotobiontes que tenian la lectina
unida a su pared (Fig. 1 íD). Cuando los talos fUeron inducidos con urea 100 mM y posteriormente se
aislaron los fotobiontes, el número de células con fluorescencia amarilla fue menor. La Tabla 3 recoge
el número de células contabilizadas en cinco campos tomados al azar, asi como el número y porcentaje
de células fluorescentes. La aplicación del estadístico 5(2 de contingencia revelaba diferencias
estadisticamente significativas entre los fotobiontes inducidos (33% fluorescencia) y los fotobiontes
recientemente aislados e incubados con Ja proteína fluorescente (11,7% fluorescencia amarilla). No
existen diferencias estadísticamente significativas en el número de células con flubrescencia amarilla
entre fotobiontes aislados de talos inducidos o de talos no tratados. Sin embargo, la intensidad de la
fluorescencia de los primeros es mayor en relación con los fotobiontes no tratados (Fig. 11 Ay líE).
La lectina parcialmente purificada de Xanthoria parietina (Familia Teloschistaceae) 11w
marcada con el fluorocromo e incubada con fotobiontes aislados del liquen Evernia pn¿nastri (Fam
Usneaceae) previamente inducidos con urea 40 mM durante 4h (Vicente y Perez-Urria, 1989). Ambos
liquenes pertenecen a familias muy alejadas Llogenéticamente. A pesar de ello, ciertos fotobiontes del
cultivo fueron capaces de unir en su pared la lectina marcada, e incluso esta proteina se unía a restos de
hifas que aparecían en el aislamiento (Fig. 1 1.F).
Con objeto de verificar que el tratamiento de los fotobiontes con urea exógena durante un
periodo de tiempo prolongado no provocaba daños significativos en relación con los no tratados, se
cuantificó el número de células vivas y muertas en los tres tratamientos. El concepto de célula viva se
definió como célula fotosintéticamente activa, es decir, capaz de emitir en la zona del rojo (685 nm) tras








































































































































































(detectadas en luz blanca)-células vivas (detectadas por emisión de fluorescencia) de acuerdo con Marx
y Peveling, (1983). La Tabla 4 recoge estos datos así como el resultado de la aplicación dcl estadístico
X2 de contingencia con un limite de significación de p’tO.Ol. Como se observa, los tratamientos de
inducción no provocaron dafios drásticos que condujeran aJa muerte de las células algales.
La población de fotobiontes no tratados te estudiada por análisis de iniagen con objeto de
obtener datos sobre la distribución de frecuencias del tamaño de los fotobiontes. Los resultados se
muestran en la Fig. 12. Las células en estudio constituyen una población natural de Trebouxoides
recientemente aislada, heterogenea, con una variabilidad fenotípica que se reflejaba en la distribución de
frecuencias de area o tamaño celular. La distribución se alejaba de una distribución Normal como
consecuencia de Ja alta frecuencia (aproximadamente 0,5) obtenida para fotobiontes con un area menor
de 100 nim2.
3.2.2. Unión de lectina marcada con ferritina a fotobiontes aislados
La lectina fue también marcada con ferritina, tal como se indica en el apartado 6.2. (Material y
Métodos), e incubada con células del alga incubadas en presencia del inductor o sólaniente en tampón.
Tras el proceso, las células se prepararon para microscopia electrónica de transmisión (Apanado 6.2.2.,
Material y Métodos). Las electrograflas que aparecen en la Fig. 13.B. permitieron Ja localización del
receptor de la lectina marcada con ferritina en la pared celular del fotobionte. Los gránulos densos a los
electrones, dispuestos alrededor de la pared, correspondíaal acúmulo de iones hierro asociados a la
lectina como consecuencia del marc~¡e. La precipitación de estos iones metálicos sobre la pared pueden
producir daños ultraestructurales en la misma que favorezcan la formación de ‘fantasmas’ (Fig. 1 3.B).
Cuando los fotobiontes no presentaban actividad ureasa en su pared (Tabla 2) y eran incapaces de unir
lectina fluorescente (Fig. liC.) tampoco se revelaron gránulos densos a los electrones consecuencia de



























































































































































































3.2.3. Ligamiento de fotobiontes con lectina no marcada. Citohemaglutinación y pérdida
de las condiciones fotoergónicas.
Fotobiontes recién aislados fUeron incubados en arginuna 28 mM durante 30 miii con objeto de
conocer si el fotobionte era capaz de captar este aminoácido del medio de cultivó. La valoración de la
concentración de argunina, tanto en el medio de incubación como en el espacio intracelular, se realizó tal
como se describe en el apartado 7.2. (Material y Métodos). La Fig. 14 muestra los resultados
obtenidos. Un fUerte descenso de la concentración de este aminoácido en el medio se observó después
de 30 mm de incubación. La concentración descendió desde valores de 28 mmolxnff’ hasta 1,28
mmolxmF1. En paralelo se observó un incremento de la concentración del aminoácido en el medio
intracelular de los endosimbiontes. La concentración de arginina en los Trebduxoides antes del
tratamiento se estimó en 0.086 mmofrmg’. Después de la incubación en arginuna 28 mlM, la cantidad
de dicho aminoácido incrementó 2,63 veces. Estos resultados permiten, por tanto, verificar la entrada
de arginina desde el medio extracelular al interior del fotobionte en las condiciones experimentales
descritas.
Los fotobiontes cebados con el aminoácido fUeron sometidos a distintos tratamientos. Una
alicuota de suspensión se incubó en urea 100 mM durante 2h y posteriormente se transfirió a medio
BIBM-liquido que contenia la lectina. Otra alicuota fUe transferida directamente al medio de incubación
con la proteína y por último, se preparó un control tratado con arginina únicamente. Se observó
crecimiento en los diférentes medios de cultivo de la población del autosimbionte, consecuencia de la
incubación en un medio nutritivo (Fig. 15.A). Este crecimiento se detectó como aumento del peso seco
de los cultivos, alcanzándose un máximo a 2h para descender hasta tomar valores próximos a los
iniciales. En paralelo, se vaioró la concentración de clorofilas en todos los cultivos en fUnción del
tiempo. El cociente entre la concentración de clorofilas y el peso seco mostró que las algas previamente
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cebadas con argunina durante 30 mm y que más tarde fUeron incubadas en urea durante 2h para inducir
ureasa en pared mantenian el contenido relativo de clorofilas sin cambios significativos durante 3h de
cultivo en BBM-liquido con la lectina parcialmente pura. Sin embargo, el cultivo utilizado como control
claramente disminuía el contenido clorofilico en fUnción del peso seco, si bién las células no llegaban a
blanquearse totalmente. Sin embargo, una drástica pérdida de clorofilas, que llegó a ser prácticamente
total a las 3 ti, fue observada en cultivos donde el proceso de inducción del receptor había sido evitado
(Fig. 1 5.B). Es decir, en base a los resultados obtenidos, parece evidente una clara relación entre la
actividad biológica de la lectina y la pérdida de las condiciones fotoergónicas (Fig, 15).
Cuando los fotobiontes no contenian ureasa glicosilada en pared, no se observaron nódulos de
aglutinación después de 3h de incubación con la lectuna (Hg. 16.B), ni aún después de 5 h (Fig. l6.C).
En estos casos, las células presentaron una disposición similar a las células control; tiempo cero (Fig.
16.A). Sin embargo, cuando los fotobiontes contenían ureasa glicosilada en pared, mostraron
aglutinación a las 3 h (Fig. 16.E) en relación con el control, tiempo cero (Fig. 16. D), que se hizo más
patente a las 5 h de incubación (Fig. l6.F). La estabilidad de los nódulos hacía pensar que las lectinas no
contenían otra actividad enzimática de carácter hidrolitico. Tras la unión de ambas proteínas, lectina y
receptor, se observó un descenso significativo en las actividades enzimáticas (Tabla 2).
Por último, la lectina descrita hasta el momento fue capaz de fonnar nódulos de aglutinación
estables con eritrocitos humanos del grupo B (Fig. 17). Los primeros nódulos se observaron a los 5 miii
de tratamiento en preparaciones selladas (Fig. 17.B) por comparación con el control (Fig. 17.A). La
aglutinación fue prácticamente tota] a los 15 miii de observación (Fig. 17.C). Cuando los eritrocitos
fUeron incubados en suero salino, no se observó aglutinación después de 30 mm,
Los resultados revelan que la unión de la lectuna a la pared celular ocurre de forma específica a
nivel del receptor pero no a nivel celular, dado que la lectina es capaz de unirse a células del fotobionte
deXanihoriaparietina y deEverniaprunastri e incluso a eritrocitos humanos.
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3.2.4. Detección citoquimica de ureasa en pared e inhibición por unión con lectina
La detección citoquimica a nivel ultraestructural de ureasa en paredes celulares confirmé la
localización bioquimica a nivel enzimático (Fig. 6), así como la total inactivación de la ureasa tras la
unión entre la lectina y la enzima de pared (Tabla 1).
La Fig. 18 muestra las ultramicrograflas donde se observan los resultadosobtenidos. Gránulos
densos a los electrones procedentes del depósito de sulfbro de cobalto se observaron masivamente
sobre la pared celular de fotobiontes inducidos con urea (Fig. 1 8.A y 1 8.B, detalle). El depósito de esta
sal cristalizada puede producir puntos de rotura en la pared (Fig. lEA). Aquellas células control no
sometidas a tratamiento de inducción se revelaron ureasa-negativas al observarlas por MET (Fig. l8.C).
Cuando un potente inhibidor de ureasa como la tolbutamida se incorporé al medio de reacción, no se
detectó ureasa en paredes previamente inducidas con urea y por tanto, con actividad úreasa (Hg. l8.D).
Por último, cuando la lectina se unió a paredes celulares no se detecté actividad ureasa a nivel
ultraestructural (Fig. 18. E).
La detección de ureasa se cuantificó en una población de fotobiontes recién aislada, así como en
fotobiontes incubados durante 2h en urea 100 mM en tampón fosfato 75 mM, pH 6,9 y en fotobiontes
recién aislados de talos inducidos en las mismas condiciones. Las células fueron observadas por
microscopia óptica de contraste de fase, cuantificándose el número de células ureasa-positivas en cada
tratamiento (Tabla 5).
Los resultados se presentan como número y porcentaje de células ureasa-positivas frente al
total de células observadas en cinco campos tomados al azar. El tratamiento estadístico de los datos
reveló diferencias significativas entre los fotobiontes inducidos con urea (27,13% de células ureasa-




































































































































































Conviene resaltar la aproximación en el porcentaje de células ureasa positivas de los distintos
tratamientos (Tabla 5) y el porcentaje de células capaces de unir lectina fluorescente (Tabla 3). Estos
resultados parecen de nuevo verificar que sólo aquellas células que presentan ureasa glicosilada en
pared son capaces de unir la lectina intratalina.
3.2.5. Determinación de la unión lectuna-paredes con actividad ureasa
Una muestra de 1,0 mIde lectina fbe analizada por HPLC de exclusión molecuiar (Fig. 19), tal
como se describe en el apanado 8 (Material y Métodos)
La lectina no tratada y aquella incubada con fotobiontes inducidos durante 2h fueron dializadas
y liofilizadas para su posterior análisis por HPLC. La lectina eluida por el sistema cromatográfico
indicado y detectada a 280 nm se reveló como una mezcla multiproteica con al menos seis polipéptidos
diférentes. Los dos picos mayoritarios presentaban tiempos de retención de 25,91 miii y 27,65 miii (Fig.
1 9.A). Cuando la fracción proteica fUe incubada con paredes celulares con actividad ureasa y el
sobrenadante, recuperado por centrifugación, fUe cromatograflado, sólo aparecieron cinco picos. En
este caso los picos mayoritarios tenían tiempos de retención de 18,31 y 24,42 (Fig. 19.B). El
cromatograma diferencia entre aquel procedente de la elución de Ja lectina y el sobrenadante tras Ja
incubación se muestra en la Fig. WC. Sólo apareció un pico mayoritario en este cromatograma, con un
tiempo de retención de 26,02 min, el cual representaba la proteína que con mayor eficacia se unía a
paredes celulares. El pico con un tiempo de retención de 14,53 niin (Fig. 19.B) fue enmascarado por el
pico 15,74 miii mientras quela proteína que eluyócon un tiempo de retención de 18,31 mm fue anulada
por la suma de los picos a 17,93 miii y 18,37 min (Fig. 19.C). El pico de 24,42 mm en la Fig. 19.B.
apareció en el cromatograma diferencia como un pequeflo hombro ancho con un máximo a 24,92 miii,
siendo enmascarado parcialmente por el pico de 25,91 niin. El pico que en el cromatogramna ditérencia
aparecía con un tiempo de retención de 26,02 mm correspondería por tanto a la proteína que aparecía
en la muestra no adsorbida de lectuna con un tiempo de retención de 25,91 miii y que no se detecto en el
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sobrenadante. Este pico correspondia a una proteína que eluia en el filtrado pr Sephadex 0-150 (Fig.
4.) entre las fracciones 60-80 ml. Por otra parte, la proteína que elula en esta fracción tenía una gran
actividad arginasa y se comportaba como una proteína glicosilada (Fig. 4.).
Cuando la lectina marcada con fluoresceína fUe eluida por el sistema cromatográflco descrito
(Apartado 8.2., Material y Métodos), se revelaron cinco proteínas con tiempos de retención entre
25,62 y 35,33 cuando la mezcla se analizó por absorbancia a 280 ¡un (Fig. 20.A). De ellas, los cuatro
mayoritarias estaban marcados con fluoresceína tal como indicé e] cromatograma obtenido de la
detección por emisión de fluorescencia (Fig. 20B). En este último, los tiempos de retención estaban
ligeramente atrasados, dado que la detección se realizó en serie pasando la muestra separada en
columna de exclusión molecular primeramente por el detector de absorbancia y después por el de
fluorescencia.
L.as fracciones II y m, separadas por Sephadex Cii 50 tras el marcaje con fenitina, se
resolvieron en dos separaciones diferentes. La Fig. 21. A muestra el cromatograma obtenido de la
fracción U que no presentó actividad arginasa (Tabla 2). Se detecté un único pico con tiempo de
retención 21,1 mm, que probablemente correspondía al complejo formado por ferritina-ferritina. sin
embargo, el cromatograma obtenido de la fracción ffl mostré dos picos, uno de ellos con un tiempo de
retención de 21,1 mm (ferritina-ferritina) y un pico mayoritario que elula a 22.1 mm y que
probablemente correspondía al asociado ferritina-lectina. Un pequeño hombro a 25,19 mm podría
representar los agregados de lectina-lectina. Esta fracción presentó una elevada actividad arginasa
(Tabla 2).
Por tanto, los estudios de ligamiento entre la lectina parcialmente purificada y paredes celulares
parecen confirmar que el receptor específico de la lectina parcialmente purificada extraida de talos de
Xanthoria parle fina se localiza en la pared celular del fotobionte bajo determinadas condiciones de




4.1. Análisis del mantenimiento de la simbiosis
Los datos preliminares que mostraban pérdida de las condiciones fotoergónicas en aquellos
fotobiontes preincubados en arginina y transferidos a BBM-liquido con la lectina disuelta, fueron
confirmados por MET. De igual manera, se verificó la atoxicidad del proceso de inducción de ureasa en
pared en presencia de una elevada concentración de urea y el efecto de la captación de arginina (Fig.
14) a nivel estructural.
En este caso, se trabajó con talos liquénicos con intención de observar los efectos de los
diferentes tratamientos y controles en el equilibrio entre los biontes queconstituyen la simbiosis.
La ultraestructura de talos recién recolectados y no tratados se muestra en lás Fig. 22 y 23. El
fotobionte y micobionte aparecieron íntimamente unidos a través de una matriz extracelular, sin llegar a
detectarse en ningún caso haustorios intracelulares (Fig. 22). La Fig. 23.A muestra un detalle del
ficobionte de Xanthorla parlefina. Su descripción estructura] es propia de los endosimbiontes del
género Trebouxla y Pseudotrehouxia. Presenta un cloroplasto abundante y un pirenoide central con
pirenoglóbulos bien definidos del tipo irnpressa (Friedí, 1989). Los tilacoides se asociaban formando
agrupaciones membranosas en el cloroplasto. El complejo vesicular, formado por grandes vacuolas, se
localizó alrededor del plasmalenia y cerca de cuerpos de reserva, probablemente de naturaleza lipídica
(Fig 22, detalle en Fig. 23 E). El micobionte presentaba estructuras membranosas complejas (Hg. 22,
detalle en Hg. 23.B.).
La incubación de talos liquénicos con 28 mM de arginina durante 30 mm producía fuertes
alteraciones ultraestructurales (Fig. 24). Ambos biontes aparecieron colapsados y el área de contacto
entre ellosclaramente modificada (Fig. 24.A). Se detectó Ja aparición de pirenoglóbulos satélites. Tanto
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en éstos como en el central, Ja definición de los pironoglóbulos fue menor respecto al control no
tratado. Las membranas tilacoidales aparecían desorganizadas (Fig. 24.B).
Las muestras incubadas en urea 100 mM durante 2h no sufrieron modificaciones
ultraestructurales importantes, ni en la zona de contacto, donde se observaban ocasionalmente
haustorios intraparietajes pero nunca intracelulares (Fig. 25, detalle en Fig. 26.A), ni en la forma de los
biontes (Fig. 25). Particular interés tuvo la distribución elipsoidal que en ciertas ocasiones se observó en
los pirenoglóbulos del pirenoide (Fig. 26.B),
El equilibrio simbiótico se mantuvo y las hifas no mostraron cambios respecto al control (Fig.
22) cuando los talos fUeron cebados con arginina 28 mM, incubándose con urea 100 mM durante 2h y
posteriormente transferidos a la disolución con la lectina en la que se mantuvieron durante 1 Eh (Hg.
27). La zona de contacto micobionte-ficobionte no se vió modificada (Fig. 27.A) y el pirenoide fije
localizado centralmente dentro del cloroplasto, pero los pirenoglóbulos se orientaron en forma
elipsoidal o a modo de media luna, al igual que los tilacoides (Fig. 27.B y C).
Sin embargo, la interrelación entre ambos biontes se rompió cuando los talos fUeron
preincubados con arginina y posteriormente transferidos a un medio de incubación con la lectina en
disolución, donde se mantuvieron durante 18 h (Fig. 28). En este caso, la ultraestructura de las algas
estaba completamente desorganizada, observándose roturas de pared con la consiguiente pérdida del
contenido citoplasmático (Fig. 28.C y 29). Nuevas estructuras de naturaleza vacuolar aparecieron en el
sistema (Fig. 28.A y C), así como prolongaciones haustoriales intracelulares. La Fig. 28.C y 28.B
(detalle) muestra los haustorios cortados transversalmente, mientrasque la Fig. 29 presenta uno de ellos
en corte longitudinal. Se observó una clara infección por diferentes tipos de bacterias en este
tratamiento (Fig. 28k). El estudio bacteriológico del liquen no tratado mostró que la simbiosis en
condiciones normales presenta xenobiontes bacterianos del tipo pseudomonadales. La naturaleza epifita
o simbionte de las bacterias no está definida.
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Estos resultados están básicamente de acuerdo con los obtenidos mediante análisis preliminar
de la concentración de clorofilas tras los diferentes tratamientos (Ng. 15.B). La concentración de
clorofilas se hacía prácticamente cero en los fotobiontes cargados con arginina e incubados con la
lectina frente a los fotobiontes que habían sido tratados previamente con urea, induciendo ureasa de
pared. En este caso, no existía pérdida de las condiciones fotoagónicas manteniéndose la
concentración de clorofilas duranteel tiempo de análisis sin cambios significativos.
4.2. Análisis de los fotobiontes incubados en urea 100 mM durante Ah.
Dado que el máximo de detección de ureasa en paredes del endosimbionte se obtuvo
incubando los fotobiontes en urea 100 mM durante 4 horas a 260C, se comprobó si este tratamiento
químico podría tener consecuencias ultraestructurales en los fotobiontes.
Las posibles modificaciones en la cara externa se analizaron mediante microscopia electrónica
de barrido. Con objeto de favorecer el subsiguiente proceso de fijación y deshidratación de los
fotobiontes, necesario para su observación ultramicroscópica, los fotobiontres fUeron fijados en un
soporte de naturaleza biológica, tal como se describe en el apanado 10.2.2. (Material y Métodos). La
Fig. 30 muestra la electrograflas obtenidas tras tas observaciones. La Fig. 30.A. presenta los fotobiontes
inducidos en urea durante 4h adheridos a las fibras de biosldn por un proceso de adsorción iénica entre
los restos de D-glucosanilna y N-acetil-D-glucosamina que forman la matriz de] soporte y polimeros
aniónicos de la pared del fotobionte a valores de pH neutros. No se observaron modificaciones
estructurales en la pared celular cuando las muestras fueron comparadas con fotobiontes aislados y no
tratados, tal como se observa en la Fig. 3GB. No se pudieron realizar observaciones con mayor detafle
puesto que al amplificar la densidad flujo electrónico se dallaban las paredes (Fig. 30 C.). Sin embargo,
en algunos casos, se pudó apreciar restos de la matriz gelatinosa que mantiene unidas a las algas en
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simbiosis y que se mantuvo después de los tratamientos. No se observaron, sin embargo, impresiones
debidas a la cristalización de ácidos de naturaleza fenólica.
El estudio de los fotobiontes por microscopia electrónica de transmisión igualmente verificó
que el tratamiento de inducción previo no dañaba la ultraestructura del liquen. En todos los
tratamientos, tanto del fotobionte inducido (Fig. 31), como en aquellos no incUbados (Fig. 32) se
observó cierta plasmolisis consecuencia, probablemente, del tratamiento drástico en el proceso de
aislamiento de los ficobiontes (Fig. 3 iB, Fig. 32.A y 32.B). Sin embargo, algunas células no mostraron
este fenómeno, manteniéndose intacta la disposición de los tilacoides y los pirenoglóbulos (Fig. 31.A).
Conviene resaltar la disposición elipsoidal de las membranas tilacoidaies en algunas células cultivadas en
urea (Fig. 31 .B) frente al control (Fig. 32.A), tal como se había observado en las ultramicrograflas de
los talos Iiquénicos comparando los talos inducidos (Fig. 25) con el control (Fig. 22).’
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Fig. 4. Diagrama de filtración de una lectina parcialmente purificada del liquen X parietina através de
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Fig. 5. Diagrama de filtración de una lectina parciaimente purificada del liquen Xi par/cUna a través de































Fig. 6. Velocidad de reacción de ureasa en pared (A). Actividad específica de ureasa en pared (U).
Ambas valoraciones se realizaron tras incubar los fotobiontes a distintas concentraciones de
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Fig. 8. Valoración de la purificación de la antraquinona por HPLC en fase reversa (índice de pureza






Fig. 9. Efecto de parietina a distintas concentraciones en la actividad ureasa de paredes de los
trebouxoides deXi par/el/no (-) y en ureasa comercial de sigma Chem. Co. (-j.
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Fig. 10. Diagrama de filtración de la lectinaparcialmente purificada y marcada con ferritina (Sigma
Chem. Co.) a través de una columna de Sephadex 0-150. Azul Dextrano 2000 (.)valorado







































































Hg. 11. Detección por microscopia de fluorescencia de lectina intratalinamarcada con fluoresceina.
Micrografias obtenidasde fotobiontes aislados de talo no tratado del liquen Xi pandina
observadas por fluorescencia (A) y luz blanca (B); fotobiontes de talo no tratado de X
par/el/no e incubados durante 2h en urea observados por fluorescencia (C) yluz blanca (D);
algasaisladas de talos de Xi par/cUna incubados en urea durante 2h; algas aisladas de talos de
E. prunastri incubados durante 4h en urea (F). La barra indica 50 ¡tm en todas las micrograflas.
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Fig. 13. Microscopia electrónica de transmisión. Localización ultraestructural de lectina marcada con
ferritina. Fotobiontes recién aislados sin tratamiento (A> y aislados e incubados en urea durante
2h (U). Ambos fueron tratados posteriormente con lectina nwcada. Labarra indica 0,2 gm.
CW, pared celular; CH, cloroplasto.
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Fig. 14. Incorporación de arginina en los fotobiontes recién aislados deX parle/ma tras incubación









































Fig. 15. (A) Crecimiento de fotobiontes de Xi panel/no en BBM. Fotobiontes cebados con arginina 30
mm como control (e), fotobiontes preincubados con argmina y transferidos a medio de cultivo
con lectina intratalina durante 3h (o), algas cebadascon arginina, inducidas en presencia de urea y
durante 2h y posteriormente incubadas con lectina (a). (B) Relación entre clorofilas totales y
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Fig. 16. Actividad fitoaglutinante de lectina intrataiina de Xpar/cUna frente a fotobiontes del mismo
liquen. Micrografia óptica de fotobiontes cargados con arginina, sin el receptor ureasa en pared
mantenidos en BBM en el momento de incorporar la lectina (A), 3h más tarde (U) y 5h después
(C). Ensayo paralelo con fotobiontes cebados con arginina pero con actividad ureasa en pared,




Fig. 17. Actividad eritroaglutinante de lectina parcialmente purificada de talos de Xi par/cUna frente a
glóbulos rojos humanos el grupo Kvisualizada pormicroscopia óptica. (A) Control en
solución salina. (U) Hemaglutinación 5 miii después de adicionar a la preparación lectina
intratallina. (C), Hemaglutinación durante 15 miii después de afladir esta glicoproteina. La flecha




Fig. 18. Detección citoquimica de ureasa por microscopia electrónica, (A) Fotobiontes incubados en
urea durante 2h. La flecha indica rotura de pared. (B) Detalle de la célula anterior. (C)
Preparación control de fotobiontes recién aislados y no tratados. (D) Fotobiontes con actividad
ureasa en pared en presencia de 10 mM de tolbutamida o (E) después de unir lectina aestas








Fig. 19. Cromatogramas obtenidos por HPLC en fase reversa de la lectina parcialmente purificada antes
(A) y después (B) de la incubación con paredes celulares del fotobionte quepresentaban
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Mg. 20. Cromotogramas obwnidos por HPL.C en Ibso revean do botina parcialmente purificada
marcada con fluoroscoina. Dotección por absorbancia a 280 sim (A) y por emisión de
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Fig. 21. (‘romatogramas obtenidos por Hl>LC cte ¡‘ase reversa de las fracciones 1(A), 11(13) y III (C)

































flg. 22. Microscopia electrónica de transmisión dc talos deX parle//no recién recolectados sin
tratamiento. Visión general dc la distribución e interacción entre fotobionte y micobionte en este





Hg. 23. l:tlcciromicrograhas de talos dc X par/cUna. (A) Células del fotabionte, (U) Zosia de contacto
alga-hongo. l..a barra indica 1,0 gin. A, Alga; CH, cloroplasto; 0W, pared celular; II, hita; MT,
riinwiz extracelular; 1’, pirenoide; PO, pirenoglábuLos; PL, plasmalerna; SE, cuerpos de




F¡g. 24. MicroscopIa electrónica do transmisión de talos doX pandina recolectados o incubados en
ar¿uinina 28 mM dumnie 30 mm a 260C en cbscuddad. (A) Zona de contacto entro ambos
biosca, (B) células del Ibiobionte. La baus indica 1,0 pm. A,, AIgE CW, pared celular; II, b¡tk




Fig. 25. Micmscopfa electrónica de transmisión de talos deXi par/el/no incubados en urea 100 mM
durante 21i a 2600 en obscuridad. Visión general de la forma y distribución de los fotobiontes.




flg. 26. Electrografla en detallo del talos tratados como se Indico en la Hg. 25. (A) Interacción ancha
entre ambosbiontes, observándose o! inicio de un haustorio inttapadetal, (3) plronoldo. La





Hg. 27. Microscopia electrónica dc ransniisión dc talos deX jx¡r/ut¡na preincubados en argin¡na 28
mM durante 30 mm, posterionnente en urea 100 mM durante 2h y por último, incubados en la
lectina intmta.Iina durante IB Ii a 26 0C en obscuridad, (A) Zona de contacto alga-hongo, (U)
Células del fotobionte, CC) pirenoide. La bifiTa indica 1,0 ¡m. A, Alga; CH, cloroplasto; 1-1,




Flg. 28. MicroscopIa electrónica de transmisión de talos de X ¡xmninlna recolectados y cebados con
argununa 28 mM durante 30 miii y después incubados durante 18h en lecihia intratalina. (A>
Infección bacteriana, (B) haustorfo Intracelular, (C). Visión general del muido del talo. La barra





Fig. 29. Elcctrogralla do talos tratados como so indicó en la Pig. 28. La flecha indica la presencia do
una b¡th en el interior celular en corto longitudinal. La barra indica 1,0 pm. HA, prolongacion




PIE. 30. Microscopia electrónica de barrido en fotobiontea aislados e Incubados en urea 100 mM
durante 4h a 26 0C en obscuridad (A)o tbtobiontea no tratados (1). Detalle del control (C). La




F’ig. 31. Microscopia electrónica de transmisión de fotobiontes incubados en urea 100 mM durante 4lí a
260(7 cii obscuridad. <A) Fotobionte típico, (B) Fotobionte con disposición helicoidal de
tilacoides. La balTa indica l~O ~im.PL, plasmalerna, TY tilacoides, SU, cuerpo dc




Hg. 32. Microscopia electrónica cíe transmisión de fotobiontes incubados en tampón PES pH 7.4
durane 4h a 260C en obscuridad. (A) Fotobionte, (U) Detaile estnicturai. La barra indica 1,0






Con objeto de establecer la capacidad de secreción a] medio de la lectina intratalina, así corno
determinar la naturaleza bioquímica de esta proteína se purificaron y caracterizaron das proteínas, Una
de ellas, purificada a partir de talos de ,Yonlhor/a par/el/uia fue la proteína intratalina (ABP) y la otra
una proteína segregable purificada a partir del medio de cultivo (SA).
1.- PURIFICACION PROTEICA
1.1. Pmifleaeiói, de argínasa intratalina
Esta pioteina con actividad arginasa fue purificada a partir de talos recién recolectados de
Xaníhoriapa¡-k’Una tal como se desc¡-ibe en el apanado III (Material y Métodos). La Tabla 6 recoge
la cantidad y concent¡-ación de proteínas así corno la actividad arginasa específica y la actividad total en
los diferentes pasos de purificación. El rendimiento de purificación se presenta en porcentaje mientras
que la purificación se tejiere a número de veces respecto al extracto inicial. El comportamiento de
elución en geles de fosfato cálcico se representó gráficamente (Fig. 33), obteniéndose un máximo de
actividad específica en la fracción elulda con tampón 140 mM (4369 unidades). El paso de la fracción
140 mM por una columna de Sephadex (3- 150 permitió obtener un rendimiento de purificación de
4,95%, purificando la proteína 73.39 veces (Tabla 6). El comportamiendo de elución por Sephadex se
recoge en la Fig. 34. La proteína eluyó en diferentes fracciones, incluso en el volumen muerto (87 ¡nI).
Todas las fracciones presentaron actividad argínasa. El comportamiento de elución mostró que las
fracciones tienen mayor actividad específica según incrernenta el volumen de elución.




































































































1.2. Purificación de arginasa segregable
Talos de .X~v¡ll¡oria ¡kv-habla Rieron incubados en arginina 40 mM en Tris-HCI 10 mM, pH
9. 1 5. cii luz y obscuridad a diferentes tiempos. Los medios de incubación se extrajeron cada hora y se
analizó la actividad arginasa tal como se indicaba en el apartado II .2. 1 ~MateriaJy Métodos). La curva
de actividad sc recoge en la Fig. 35. Aquellos talos que Rieron incubados en luz (Fig. 35A)
incrcmenta¡-on la secreción dc arginasa al medio en fruición del tiempo de incubación hasta alcanzar un
maximo a las 2h dc incubación (17,02 unidades). A partir de este tiempo, la actividad descendió hasta
tomaí- valores ruininios a las 8 Ii (5, 17 unidades).
Los talos que fUeron incubados en obscuridad alcanzaron un máximo de actividad después de
1 Li cíe incubación (26,57 unidades). Esta actividad descendió después significativamente hasta las <ib de
incubación a pa¡-ti:- cíe lo cual se observó un cierto incremento de la actividad (20,93 unidades) y un
clescenso posterior hasta las 8 u de análisis (Fig. 35.13).
I)ado que el máximo de secreción de arginasa se obtuvo después de 1 h de incubación en
arginina 40 mM en Tris-1-ICI 10 mM, pH 9,15, en obscuridad, se establecieron estas condiciones para
obtener el primer extracto proteico a partir del cual se purificó la arginasa segregable, tal como se
indicó en el apartado 12.1 (Material y Métodos),
La Tabla 7 recoge la cantidad total y la concentración de proteínas así como la actividad
enzímática total y específica en los diferentes pasos de purificación. Se presenta también el rendimiento
cíe la purificación en porcentaje y el número de veces que se purificó la proteína.
Tras el fraccionamiento de la proteína en gel de fosfato cálcico, se tomó la fracción eluida con
tampón Tris-IICI 180 mM, pH 9,15, puesto que en ésta se encontraba el máximo de actividad
específica (ng. 36). La filtración de esta fracción por Sephadex 0150 permitió purificar la proteína



























































































proteiria. (‘orno se observa, cl rítáximo de actividad específica se obtuvo en el volumen de elución 85
¡iii, El volumen muerto lite de 75 ml.
L-CARACTERIZACION PROTEiCA
La caracterización sc realizó analizando diferentes parámetros bioquinticoá tales corno el punto
¡soclécuico, pcso molecular, composición de aminoácidos, composición dc monosacáridos del resto
glicosiclico y espectro de fiuoi-escenc¡a.
2]. DetermInación dcl punto isoel&(rico
El punto isoeléctrico se determinó PO,- clectroforesis capilar zonal, utilizando capilares de sílice
fUndida recubiertos cíe poliirnida (Apartado 122, Material y Métodos), Todas las fracciones de ABP
colectadas de la columna de Scphadex 0-150 tuvieron aproximadamente el mismo valor de tiempo de
¡itigiación siendo su valor medio II,] 7L0,07 ntin ~Fig.3&A.) La fracción colectada de Sephadex O-
¡50 dc la SA pi-csentó un tiempo de migración de 10,21 mm (ng, 3&B). Los tiempos de migración se
transfbrmaron en movilidad electroforética, tal corno se indicó en el apartado 122, E] tampón, entre el
marcador neutro (benzol) y las proteínas, cuyá con un tiempo cíe migración de 8,77 miii.
Ambas proteínas migraron con carga negativa. La arginasa intratalína presentó un pI
aproximado de 3,53:EO046, mientras que pat-a la argunasa segregable se estimó un pi aproximado de
4,54.
21. Determinación de la composición de aminoácidos
La composición de aminoácidos se determiné a partir de las fracciones de elución en Sephadex
0-150 mediante el análisis dc [osproductos obtenidos por hidrólisis ácida durante 24 It La Tabla 8
recoge los nmoles y el porcentaje de aminoácidos para ambas proteínas. Tanto la ABP como la SA
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Tabla 8. Análisis de aminoácidos de arginasa intratalina (ARP) y arginasa
segregable (SA). La tabla muestra el porcentaje y los nmoles
obtenidos de cada aminoácidos.
Aminoácidos
Arginasa intratalina Aminase segregable
nmoles nmoles
Cys 1,20 1,25 Q87 1,13
Asx 8,78 9,15 7,63 9,88
Thr 3,26 3,40 2,75 3,56
Ser 11,38 11,66 11,26 14,58
Glx 14,92 15,55 13,93 18,04
Pro 2,30 2,40 1,86 2,41
Gil 30,05 31,32 17,29 22,39
Ala 6,08 6,34 5,51 7,13
Val 2,68 2,79 2,10 2,72
Met 0,15 0,16 0,13 0,17
Ile 1,32 1,38 1,12 1,45
Leu 1,95 2,03 1,62 2,10
Tyr 1,23 1,28 0,83 1,07
Ph¡ 0,98 1,02 0,26 0,34
His 4,34 4,52 4,85 8,28
Lys 2,08 2,17 2,22 2,87
Arg 3,23 3,37 3,00 3,88
Tryp** 0,51 0,38
Total 96,44 100 77,23 100
* Determinado como ácido cistélco
~ Determinado espectrofotométricomente por el método Eeaven-Hollday
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tienen un elevado porcentaje dc Asx y Glx. La AI3P presenta un 910% de Asx y un 15,47% de Glx,
miernras que la SA muestra un 9,83% de Asx y un 17,95% de Glx. Fueron igualmente frecuentes los
aminoácidos polares tales como la Ser y la G¡y alcanzando valores de 11,80% y 31,16%
respectivamente para la AB,P y valores dc 14,5 1% y 22,28% para la SA. Ambas proteínas presentaban
tiria composición idéntica si bietí algunos aminoácidos marcaron diferencias cuantitativas. Los más
impo;-tarítcs fUeron Cily, Clx, Ala, PIte, 1-lis. La Cys rept-esentaba el 1,24% y 1,12% en la ABP y la SA,
respectivaníeríte.
22. Determinación dc pesos molecitíares
El peso molecular de las proteínas se determunó mediante electroforesis en poliacrilamida al
12% cii condiciones desnatu¡-alizantes con SDS al 0,1%. La Fig. 39 muestra dicha electroforesis donde
se observó que ambas proteínas se resolvían en una sóla banda de 58,6 kDa. Las proteínas no se
rcsolviet-on en electroforesis nativa probablemente por la formación de agregados de alto peso
molecttlar,
2.4, Dctenninació¡i dc los monosacáridos del resto glicosidico
La elución de algunos patt-ones de monosacáridos por columna de alúmina neutra se llevó a
cabo utilizando corno fase móvil agua destilada y filtrada. Los resultados se muestran en la Fig. 40.
Fructosa, glucosa, manosa y glucosamuna eluyeron en la fracción 2 (volumen de elución 10 inI> mientras
que la galactosa y la licosa eluyeron en la fracción 3 (volumen de elución 15 mí). La fracción que
contenía la mayor cantidad del contspondiente monosacárído dio cromatografiada por HPLC, Las Fig.
41 y 42 muestran dos ejemplos de la purificación dolos patrones. El patrón de galactosa (Fig. 4tA) se
resolvió en dos picos mayoritarios con tiempos de retención de 2,82 y 3,25 mm. Sin embargo, tras la
filtración por columna de alúmina (fracción 3), se resolvió en un único pico, con un tiempo de
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retención de 2,8(5 mm (Fig. 41 .B). La sustancia contaminante podria ser fructosa (tr 3,26) o N-acetil-
galactosamina (t~=3,24). Una alicttota de esta fracción 3 tite incubada con 1,0 mg de galactosa oxidasa
durante 30 mm a 300(7 confirmándose la formación de la correspondiente 0-galacto-hexodialdosa,
El patrón de glucosa se resolvió en tres picos principales 2,05 mm, 3,10 mm y 4,87 miii (Fig.
42. A). Después de la filtración por colttmna de alúmina (fracción 2) y poMeriot- análisis por HPLC, el
ct-ontatograma reveló un sólo pico de 4,93 mm (Fig. 42. B), Las sustancias contaminantes fUeron
identificadas como N-acctil-D-glucosamina (tr3,04) y ácido glucttr-ónico (t~2,03). Esta fracción lite
sust¡-ato óptimo para la glucosa oxidasa puesto que se confirnió la formación de ácido glucurónica. Los
patrones de N-acctil-D-gLucosamina y N-acetil-D-galactosamina se revelaron como sustancias puras
í)or ¡IPLO antes y después del filtrado por columna de alúmina.
La Tabla 9 muestra los valot-cs de tiempo de retención para los d¡ferentes patrones tras la
filtración. El pico con un tiempo de retención de 1,3 mm se identificó en todos los casos como
acetoniullo (componente de la fase móvil). Previo al análisis por ]-IPLC, 1,0 ml de la fracción purificada
dc SA fue sometido a hidrólisis ácida en presencia de fenol 5% con objeto de verificar la naturaleza
glicosilada de la SA, tal canto se realizó con la AI3P parcialmente purificada. Transcurrido el tiempo de
reacción, la variación colorimétrica a 490 nm se unterpoló en la correspondiente recta patrón
estirnándose un valor de 2,97 itimol de hexosa por mg de proteína.
La Fig. 43 muestra el cromatograma obtenido del análisis de AI3P tras la hidrólisis ácida
detectándose dos picos de tiempo de retención 3,10 miii y 4,97 miii (Fig. 43 A). Tras cebar con los
diferentes patrones, el pico 3,]O sólo incrementé cuantitativamente después de incorporar a la muestra
analizada N-acetil-D-glucosamina (Fig. 43B,) mientras que el pico a 4,97 miii sólo incrementé cuando
se surnínistró a la ¡nuestra D-glucosa (Fig 43.0). La Figura 44 muestra el cromatograma tras hidrólisis
ácida de la SA. Se revelaron dos picos principales con tiempos de retención 2,94 mm y 4,98 mm (Fis.
44A> Este último pico incrementé cuantitativamente cuando la muestra se cebé con D-g¡ucosa (Fig,
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Tabla 9. Tiempos de retención tras análisis por HPLC de distintos monosacáridos patrón
previamente purificados por filtración a través de columna de alúmina neutra.
Monosacáridos que no necesitaron purificación puesto que el análisis previo
a la filtración mostró un único pico, sin substancias contaminantes,













41,B). I)os picos bien definidos aparecieron después de incluir en la muestra de análisis N-acetil-D-
glucosamma <y> 3,10 mm>, uno de dios a 2,92 miii y el otro a 3,14 mm (Fig. 44(7). El pico de 2.92
ruin sólo uncrementó cuando se uncoroporó a la muestra galactosa (Fig. 44.D).
Los picos de 1)-galactosa y N-acetil-D-glucosamuna frieron separados con tina alta resolución
después dcl análisis cromatogmáfico de tina mezcla equimolar de ambos patrones (Fig. 44E). La
respuesta dcl detector muestra un comportamiento lineal en el rango desde 001 mg a 2,5 mg de masa
inyectada (Ng. 45), aunque la sensibilidad para la N-acetil-D-glucosamnina fríe de aproximadamente 50
veces mayor que la encontrada para glucosa. El error- inherente a] calibrado ditecto dic estimado como
desviación típica en seis repeticiones de inyección por cada concentración de solución patrón.
2,5. Espectros dc fluorescencia
La Ng. 46 muestra los espectros de fluorescencia de ABP y SA utilizando como longitud de
exitación 257 nm. Tres máxun-mos de emisión se observaron en ambos casos, El espectro de ABP tenía
un máximo (le emisión a 417,5 nm correspondiente a la emisión de fluorescencia de Trp, otro a 347,5
nm pi-opio de Tyr y por último el máximo de emisión de Pite a 292,5 nm, Las características espectrales
de SA frieron similares si bien sc observó un “hombro’ a 445 mu en el pico correspondiente a Tryp y un
desplazamiento de aproximadamente 10 nm en el máximo de Tyr y Phe hacia el rojo.
3.- INTERACCION ENTRE AMBAS LECTINAS Y EL RECEPTOR UREASA
Dado que se caracterizaron dos argunasas glicosiladas de naturaieza ácida, que diferían
sustancialmente en el resto glicosilico, se analizó ¡a afinidad de dicha proteína por el receptor de pared.
Las proteínas se marcaron con fluoresceína tal como se indicó en el apanado 41. (Material y
Métodos). Con objeto de establecer la longitud de onda a la que emiten las proteínas marcadas, se
construyó el espectro de absorbancia yeí de emisión de la fluoresceuna (Fig, 47), Como se observa en el
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espectro ¡-calizado entre 350 y 500 nm, el máximo de absorbancia lite de 400 nín (Fig. 47. A.). Cuando
las ¡nuestras Rieron excitadas con luz de esta longitud de onda, las proteínas fluorescentes emitieron luz
cíe 4<X) nnt de longitud de onda (Fig. 47B). Por esta razón , los análisis de afinidad se realizaron con
esta longitud de onda.
3.1. AnÁlisis de afinidad por fluorimetria
Fotobiontes recién aislados y previamente inducidos con urea 100 mM durante 41 Rieron
incubados con ABP y SA marcada durante 3W Ti-as lavado de las células, aquellas preincubadas con
ABP fluorescente se incubaron con SA no marcada y las incubadas con SA fluorescente se trataron con
AI3P no maicada, en ambos casos durante 31. La Tabla ¡0 recoge el porcentaje de fluorescencia
obtenido en los sobrenadantes ti-as centrifugar las algas después de la última incubación. Como se
observa, la SA fUe más efectiva en el desplazamiento de ABP que la ABP en el desplazamiento de SA,
puesto que el porcentaje cíe fluorescencia recuperado en el primer caso (6 1%) es mayor que en el
último ensayo (42%),
3.2, Análisis de afinidad por microscopia de fluorescencia
Fotobiontes í-ecién aislados e inducidos tal como se indicó en el apartado anterior Rieron
incubados con SA y AI3P fluorescentes durante 3k La Fig 48,13 muestra fotobiontes inducidos con
urea 100 mM durante 4h con fluorescencia amarilla tras la unión con ABP purificada y marcada con
fluoresceína frente a fotobiontes incubados igualmente con ABP fluorescente. Se prepararon ensayos de
incubación cruzada con proteínas marcadas y no marcadas, como se indicó anteriormente. Tras el
lavado abundante de las células, se realizaron preparaciones en fresco pai-a su observación por
microscopia de fluorescencia.
La Tabla 11 recoge el número de células con fluorescencia amarilla y el total de células
contabilizadas en cinco campos tomados al azar, así como el porcentaje de células fluorescentes
‘Es
Porcentaje de fluorescencia amarilla de las distintas glicoproteinas
marcadas con fluoresceína y recuperadas en el sobrenadante tras los
ensayos de desplazamiento. La cantidad de ABP o SA utilizadas
fueron 41 ~g.












Tabla 11. Porcentaje y número de fotobiontes de Xanthoria pañetina con




Fluorescencia amarilla + Total



















Proteinas (ABP o SA) marcadas con fluoresceina
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amarillo positivas. IYas los análisis estadísticos aplicados al número de células con fluorescencia (Tabla
12). se estableció la unión dit~r-encial entre ABP y SA al receptor de pared, dado que el número de
células fluor-escentes, ti-as incubar con SA marcada, e¡-a significativamente mayor que el número de
células detectadas al incubar con ABP fluorescente. Estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas si se contpa;-an los cultivos con SA marcada, es decir células preinóubadas con ABP no
marcada y posteriormente con SA fluorescente frente a células incubadas directamente con SA
niar-cada. Sin embaí-go, cuando las células que tenían unida a su pared SA no marcada se incubaron con
AI3P mm-cada, el porcentaje de células fluorescentes amarillo positivas fue cla¡-amente inferior al resto
dc los tratamientos. Igualmente, los resultados obtenidos al comparar las dos reacciones cruzadas
muestran diferencias estadísticamente significativas.
Estos resultados revelan que la unión cíe las dos isoformas de arginasa al receptor de pared es
diferencial y que la capacidad de desplazamiento en la unión es mayor para la SA que para la ABP,
dado que, cuando los ¡-eceptores están ocupados por SA, el porcentaje de células fluorescentes
obtenido al incubar con ABP marcada es muy bajo (25%). Sin embargo, cuando es la ABP la que
ocupa los receptor-es, la SA marcada es capaz de desplazaría, obteniéndose un porcentaje de células
fluorescentes del 81,3%, similar- a] porcentaje obtenido cuando los receptores no están ocupados y se
incuban los fotobiontes con SA marcada (87,6%). Por último, la ABP fluorescente es capaz de unirse a
células inducidas sólo en el 76,90/o de los casos a pesar de que los receptores estén previamente Ubres
(Tabla II).
Conviene sefialar que el porcentaje de fluorescencia amarilla obtenida cuando los fotobiontes
dieron inducidos en urea ¡00 mM durante 2h e incubados con la lectuna parcialmente purificada y
marcada con fluorescencia era de 33% (Tabla 3).
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Tabla 12. Análisis estadístico de los resultados numéricos obtenidos en la Tabla
11 comparando los distintos tratamientos mediante x2 contingencia.
Tratamiento x2 contingencia Significación
SArI! ABP~’ 13,3 **
SAE~, ABP 4 SAE’ 43 -
SAE’ /SA 4 ABPrI 14,0 **
ARP~/ABP4 SAn 1,8
ABPF¡, SA4 ABP~’ 20,0
ABP—> SAnI/SA.~*ABpR 6,6













































El esquema anterior muestra la suntesis de polianiinas a partir de la arginina como aminoácido
sustrato. Como se observa, una de las enzimas implicadas es la argunasa (o L-arginina aminohidrolasa)
que rinde ornitina y urea como producto. La descarboxilación de omitina por una omitina
descarboxilasa produce putrescina como poliarnuna, precursora del resto de las poliaminas en liquenes
Tras la incorporación de argunina procedente del medio en el fotobionte (Fig, 114), se valoró por HPLC
la concentración de poliaminas intracelulares así como el efecto de la entrada o retención a nivel de la
pared de las dos isoformas de arginasa, AIBP y SA. La cuantificación en la concentración de polianiinas











espermidina y espermina <Fig. 49) verilicando el comporiamiento lineal del detector en los rangos de
masa inyectada.
El contenido inicial de putrescuna libre (fracción S) en las algas flie relativamente bajo,
aproximadamente 15 mg~g’ (Fig. 50). La cantidad de putrescina no se modificó cuando las células
fbe¡-on incubadas din-ante 3h en SA o ABP. Sin embargo, apareció un uncrementú en la concentración
dc pun-escina conjugada a macromoléculas insolubles en agua (Fracción PH) cuando las células se
trataron con SA (Fig. Sí). Este incremento no se observó en las tratadas con ABP. Cuando las células
Rieron preincubadas únicamente con argununa. se observó un aumento en la cantidad de putrescina PH,
que no sc detectó cii la fracción 5. Sólaníente cuando las células incrementaban la concentraciónde este
aminoácido (Fig. 14) y se incubaban posteriormente con las isoformas de arginasa se detecté un
incremento en la concentración de putrescina libre (Fig. soy Por otra parte, el conteixido de putrescuna-
Sil incrementé 2,38 veces en íelación con el control cuando las células cargadas con arginina dieron
incubadas con SA.
Estos incrementos de la concentración de putrescina libre o conjugada a macromoléculas
insolubles en agua no se observaron cuando las células presentaban en su pared actividad ureasa o
dicho de otra forma, cuando la unión específica receptor (ureasa>-ligando (isof’onna) se llevaba a cabo.
La espemiidina fue la poliamina libre más importante desde el punto de vista cuantitativo,
obteniéndose valores de 50 rngxg’ en fotobiontes recién aislados. Esta concentración de espermiduna
disminuyó en todo los tratamientos a los que dieron sometidos los fotobiontes (Fig. 52). Elevadas
concentraciones de espermidina se obtuvieron también en el control al analizar la fracción SH
(poliaminas conjugadas a macromoléculas solubles en ácido>, como muestra la Fig 50, El mismo
comportamiento de disminución drástico se observó en esta fracción cuando ¡os fotobiontes eran
sometidos a cualquier tipo de incubación. Incluso, en algunos casos, no se detecté Polianúna. En el
liquen Xanfhorja par/erina no se detecté putrescuna o espermina ligada a macromoléculas solubles en
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agua (Hg. 52). Por otra parte, no se detectó espemuina libre o ligada en ninguna de las fracciones
analizadas a excelxión de los fotobiontes tratados con SA (Fig. 50) que presentaron valores
relativamente altos de espermina (10 mgxg’).
3.4.Análisis de clorofilas endógenas
El tratamiento de los fotobiontes tal como se indicó anteriormente así como la incubación
directa de algas recién aisladas en putí-escina 10 mM no produjo en ningún caso un aumento de la
actividad clorofilasa puesto que no se detectó la aparición de producto (clorofilida) por HPLC tal como
muestra la Fig. 53.
35. Ensayos de ligamientos Isolectina-receptor
30 ml (1 mgxmr’) de ambas isoformas dieron incubadas con eritrocitos humanos del gnipo 13 a
fin de verificar la capacidad de heniaglutinación de estas proteínas. En paralelo, se prepararon controles
incubando eritrocitos humanos en suero fisiológico.
La Fig. 54 muestra las microfotograflas obtenidas tras la observación microscópica a diferentes
tiempos de incubación. La Fig. 54.A y 54.B muestran los eritrocitos inmediatamente después de
incoiporar al medio de incubación ABP (Fig. 5tA) y SA (Fig, 54.B). Tras 5 mm de incubación, se
observaron claramente los primeros nódulos de aglutinación tanto en la incubación con arginasa
intratalina (Fig. 54(7) como con ai-ginasa segregable (Fig. 54»). Los eritrocitos se movían en dirección
a los primeros nódulos en ambas incubaciones, observandose grandes nódulos tras 15 mm de
observación tanto para MW (Fig. 54 E) como para SA (Fig. 549. Los glóbulos rojos que dieron




3k. Erecto de la unión en la actividad enzimática de paredes
Las proteínas purificadas fueron incubadas con fotobiontes aislados incubados en urea y (por
tanto con ureasa en su pared) y con fotobiontes no inducidos. Tras el período de incubación, se aislaron
las paredes celulares, valorando la actividad ureasa en pared. Fotobiontes recién aislados y fotobiontes
incubados únicamente en tu-ea lOO mM durante 4l se prepararon como controles. La Fig. 55 muestra la
actividad específica ureasa en pared. Como se observa claramente, cuando los fotobiontes Rieron
incubados en urea presentaron una alta actividad específica que se anuló completamente tras incubación
con SA y descendió en un 97,95% tras incubar con ABP. No se observó actividad ureasa en
Ibtobiontes no sometidos a inducción.
Se prepararon alícuotas de los ensayos anteriores en fresco y se observaron al microscopio
óptico. La Fig. 56 muestra los í-esultados tras la observación de la células incubndas con SA. Los
lbtobiontes incubados con urea durante 4h (Fig. 5&B) no presentaron diferencias morfológicas cuando
se comparat-on con el control (Fig. 56A). Igualmente, cuando las células Rieran incubadas con ABP
tras inducir el receptor en pared no se observaron diferencias apreciables con el control (Fig, 56 C). Sin
embargo, la incubación de los fotobiontes directamente con la proteína durante 5h provocó daños a
nivel de la pat-ecl celulm (Hg. 560). Estos daños favorecieron la pérdida del contenido citoplasmático
(Hg. 56E) así corno la plasmolísis celular y la formación de fantasmas cuyo contenido citoplasmático
sc observaba en el medio <le incubación alrededor de las células dalladas (Fig. 56F),
Cuando se realizaron tratamientos análogos usando arginasa intratalina, se observaron también
resultados similares (Fig. 57). Si la ABP no estaba presente en el medio de incubación (Fig. 57.A y
57.B) o si no hab!a penetrado en el interior celular (Fig 57.C), no se observaron daflos estructurales.
Sin embargo, se observaron rotura de pared y pérdida del contenido citoplásmico cuando las células se
trataron con ABP y ésta pudo penetrar en el citoplasma celular (Fig 57», 57.E y 57F).
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En paralelo, se analizó la actividad glucanasa (1,4 (1,3; 1 ,4-B-glucan-4-glucano hidrolas) en ¡os
ibtobiontes sometidos a los distintos tratamientos tal corno se indicó en cl apanado 16.4 (Material y
Métodos).
l.~a Fig. 58 presenta los valores de actividad glucanasa estimados tanto para las células control
como para los diferentes tratamientos. Tal como se puede apreciar cuando las células presentan e!
receptor dc pared, las isolectinas deben ser retenidas y, en este caso, la actividad glucanas tomó valores
similares a los obtenidos para células no tratadas o incubadas en urea durante 4. Sin embargo, cuando
las pí-oteinas son susceptibles de incorpora¡-se al contenido intracelular, flivoreciendo la hidrólisis de
arginina y el consiguiente incremento de putrescina, se observó un aumento de la actividad glucanasa,
6,24 veces superiom- en el caso de incubación con ABP y 5,0 veces en los fotobiontes tratados con SA
con respecto al control.
Con objeto de obtener pí-otoplastos, se utilizaron diferentes isotónicos tales como el manitol,
sorbitol, etc a distintas concentraciones. Sin embarBe, en estos casos no se observaron roturas de pared
puesto que la glucanasa era inhibida por estos polialcoholes entre un 3O-5O0/o
3.7. Efecto de la putrescina y tiren sobre la actividad glucanasa
Cuando las células se incubaron con ABP o SA tras haber sido incubadas previamente con
m-ginina, se observó un aumento del contenido de putrescina libre en ambos casos (Fig, 50) y de
putrescina conjugada a mací-onioléculas en el caso del tratamiento con arginasa segregable (Fig. 51).
Por otra pai-te, tal corno muestran las Figs 56 y 57 Ja incubación de los fotobiontes con estas isolectinas
con actividad arginasa provocó la rotura de pared, con la consiguiente formación de Ñntasmas y
pérdida del contenido citoplasmático.
A continuación se analizaron las posibles relaciones entre el incremento en la concentración de
putrescina y urea la activación de la glucanasa y la subsecuente hidrólisis de ¡os polimeros de glucosa
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que constituyen la pared de! alda. Corno se observa en la Hg. 59A, cuando se analizó el efecto de
concentraciones crecientes de putrescina sobre la actividad enzimática de una glucanasa comercial, se
observó que dicha actividad desciende para bajas concentraciones de putiescina aumentando cuando se
incí-ementó la concentración <le esta diamina, si bien elevadas concentraciones (lO mM) provocaron una
caída cii la actividad específica. En todos los casos la actividad enzimática fue inférior a] control que no
presentaba efbctor en la mezcla dc reacción.
Cuando se ensayó la actividad glucanasa en extractos libres de células incubados con diferentes
concentraciones <le putrescina, se observó que en el extracto control la actividad glucanasa estaba
inhibida, puesto que no se detectaba, Cuando los extractos se incubaron con distintas concentrac¡ones
cíe la diamina durante 5 li y 30 aún la actividad incrementó, tomando valores aproximados de II
miliunidades (Hg. 5913). Los valores de actividad glucanasa se estimaron por interpolación de tos
valor-es de absorbancia en una recta patrón de glucosa donde se representaba la absorbancia en relación
con la masa. Las distintas concentraciones de urea no incrementaron la actividad ureasa.
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Hg. 33. lliagrama de clcsorción dc lectina intratalina (ABP) con actividad arginasa en gel cle fbsfhto
cálcico (líidroxiapatia). ( o ) Concentración de proteinas, ( o ) actividad arginasa.
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Fig. 34. Fiiiración a través de Sephadcx 0-150 de la fracción proteica de AI3P desorbida de
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Fig. 35. Actividad arginasa segregada (SA) al medio de incubación con arginina 40 mM en ¡Unción del
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Fig. 36, t)iagraina de desorción de arginasa segregable (SA) en gel de fosfato cálcico (hidróxiapatita).
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1w3~. Filtración a través dc Sephadex 0-150 de la fracción proteica de SA desorbida de
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FIg. 38. Esdmación del punto isaeldetrico. (A) Electrotbrogranm de AB?, (8) electrotbrogran-ia de SA,,
en ambos casos indicando .1 tiempo de n~rad6n en mm. (C) Recu patnht de calibrado para la
detonninación del punto isoeldotrico en toción do la movilidad electrotbr&ica (ni.), construida
con prowinas do pl conocido; y -3,5 + 075x , r2mO,99. 1—tiroglobullna, pI45; 2’mlcohol
desitidrogenasa, pI 5,4; 3anhldmsa carbónica, pI 59; 4—mloglobina, pl 7,0; 5—benzol, pI 90,


























Fig. 39. Eleca-of’or-csis en geles de poliacrilandda al 12% con SDS al 0,1%. (A) AI3P, (B) SA, ((7)
mezcla patrón de proteínas de peso molecular conocido: carbónico anhidrasa, 29 kDa;




flg. 40. Flución de los patrones de monosacáridos de una columna preparativa de alumina donde(o) es
glucosa, (A) galactosa, (o> Fructosa, (a) nianosa, (,) fbcosa y (u) glucosamina. 40 mg de cada













Hg. 4 t. Elución de galactosa por HPLC en fase reversa antes (A) y después (B) de la filtración a través
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Flg. 42, Elución dc glucosa por HPI.,C en ibse reversa antes (A) y después (U) de la filtración a través

















Hg. 43. lilución cíe la fi-acción ctanol soluble tras la hidrólisis de AB!’ (A), la misma muestra pero























Hg. 44. Ehicián cte Iii fracción etanol—soluble tras la hidrólisis dc SA (A), la misma muestra PCl~ cebada
con glucosa <II), con N-acetil-D-gtucosarnina (CX con galactosa (D) y (E) mezca equimolar de















































Hg. 45. Rectas dc calibración lineal dc azúcares por HPLC. Calibración directa de galactosa, y
24635 Ix + 247%, i~ 0,97 (.);glucosa y~ 89367x + 32987, r2= 0,96 ~m)y N-
acctilglucosannna, y~ 9253970x -1- 343023, r’t~ 0,99 ~a)y calibración indirecta con respecto al
patrón interno (2,0 mgsml’ ribitiol) dc galactosa, y= 124297x - 11322; r~ 0,99 (o); gkucosa,
y 55466x 1 7654, &~0,99 (o) y N-acetilglucosarnina, y 9253967x - 70878, ¿= 0,99 (a). El
















ng. 46. Espectro cte emisión de fluorescencia dc 33,6 mgxrnl’ de ABP ~4)y de 71 mgxnff’ de SA (8)

















I’ig. 47. (4) Espectro de absorbancia de la fluoresceína en acetona:tampón PBS, pH 7,4(1:1, y/y). (B)































Fig, 48. MicroscopIa de fluorescencia. Fotobiontes recién aislados eincubados en urea 100 mM




Mg. 49. RecIas de calibración lineal de polianiinas por HPLC. Calibración indirecta de putrescinar
O.00258x e 0,0058 9- 0,95 (o); e8permidina y— 0OOOQSx -0,001399—0,96 (o) y espemiina y-
O,0004x +0,00119— 0,9SftEl dato es la media de tres *licas. El error estándar nunca Le
mayor que los simbolos.
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Vig. 50. Cuantificación de poliaminas libres (Fraccion 5) en tbtobiontes de X ¡.~HeIb;a cultivados a
260C en 1: tanipóri PUS durante 3k; 2: AI3P durante 311; 3: SA durante 3k; 4: arginina 28 mM
durante 30 miii y PUS durante 3k; 5: arginina 28 mM durante 30 mm y ABP durante 3k; 6:
arginina 28 mM durante 30 mm y SA durante 3k; 7: urea 100 mM durante 4k y PBS durante
3li~ 8: urca lOO mM durante 4k y ABP durante 3k; 9: urea 100 mm durante 41í y SA durante
31i; 10: arginina 28 mM durante 30 mm, urea 100 mM durante 4k y PBS durante 3k; 11:
arginina 28 mM durante 30 miii, urea 100 mM durante 4k y AB!> durante 3k; 12: arginina 28
mM durante 30 mm, urea 100 mM durante4k y SAdurante. El valor dado es la inedia de tres
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Fis 51. Cuantificación de poliaminas co¡~jugadas a macromol&ulas insolubles en agua (Fracción PH)
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Fig. 52. Cuantificación de poliaminas conjugadas a inacronioléculas solubles en agua Qkacc¡ón Sil) en
f’otobiontes de X par/dina tratados corno en la Fig 50.
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¡‘Ig. 53. Cromatograma de clorofilas endógenas de fbtobiontes deXpar/el/no no tratados (A) e















hg. 54. Microscopia ól)ticfl de actividad eritroagiutinante de ABP en el momento de incorporar la
proteir¡i (A), después deS mm (B) y trás 15 mm de incubación (C) así como de SA a tiempo




Flg. 55. Actividad tareas en paredes de los fotabiontes aislados de X parlelina trás los siguientes
tratamientos: fotabiontes incubados en urca 100 mM durante 4km ydespu¿s durante 3km en
tampón(1) o en ABP (2)o en SA (3); fotobiontes incubados durante 4km en tampón y posterior
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Fig. 56. Microscopia óptica de los fotobiontes de Al par/cUna incubados según los tratamientos
siguientes. (A) Algas alsiadas e incubadas en tampón durante 7 horas coma control; (B) Algas
aisladas e incubadas en urea durante 4k y posteriormente mantenidas en tampón durante 3k;
(C) Algas inducidas en urea e incubadas a continuación en ABP durante 3h ; Algas no
inducidas e incubadas en ABP durante 3k (D, E y fl. Laflecha seftala los puntos de rotura y




Hg. 57. Microscopia óptica de los fotobiontes de Al par/cUna incubados según los tramientos: (A)
urea durante 4k y posteriormente mantenidas en tampón durante 3k; (C) Algas inducidas en
urea e incubadas a continuación en SA durante 3k; Algas no inducidas e incubadas en SA
durante 3k (D, E y Y). La flecha indica rotura de pared y pérdidadel contenido citopiásmico.




Fig. 58. Actividad glucanasa intracelular en fotobiontes aislados de X parielbia después de los
siguientes tratamientos: fotobiontes incubados en tampón durante 4k y posteriormente
mantenidos en tampón (1) o en ABP (2) o en SA (3) durante 3k; fotobiontes incubados en urea
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Hg. 59. EFecto de la concentración de putrescina en la actividad enzimática de glucanasa comercial de
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TU. ESTUDIOS DEL AUTOBIONTE EN CULTIVO
AXÉNICO
Resultados
Se procedió al aislamiento y cultivo axénico en aposimbiosis de fotobiontes de Xanthorkr
par¡c’wur Ante la dificultad de determinar la especie del endosimbionte (Otrtner, 1985) y dado que
Á?zndioria p¿rrw(ina esta constituida por ilteboux¡a y Pseudoreboux¡a (Ahmadjian, 1982), nos
referiremos al fotobionte como hvbouxo¡des. El siguiente objetivo era conócer el efecto de tas
usolbrnias en tbtobiontes cultivados la vi/ro sin contacto directo con el micobionte así como valorar la
capacidad cíe unión de la isolectinas a cultivos jovenes de un mes.
ih.bouxo/des fueron aislados del componente flingico tal como se indicó en el apartado 17.3
dc material y métodos. La Fig. 60 recoge imágenes del ascomicete de Xantkoria par/ef/aa. Los
apotecios cíe este hongo producen ascosporas bipolares que aparecen en cultivo en grupos de 7 ó 8. La
Fig. 60 nuestra estas esporas inmediatamente después de la esporulación (Fig. 60.A) y en los primeros
momentos cíe la germinación en BBM ~Fig,B). El micelio de este hongo cultivado durante un mes en
medio LBM 4% glucosa se muestra en la Fig. 60,C observándose un perfecto estado del hongo aislado
del alga junto con el desarrollo de cuerpos de reserva, septos, gemaciones, etc. (Fig. 60.C). De igual
manera el fotobionte se desarrollo perfectamente en cultivo axenico en medio sólido y liquido BBM. A
continuación se hizo el estudio detallado de estos cultivos.
1.- ESTUDIO MORFOLOGICO Y ENZMIMATICO DE FOTOBIONTES EN
CULTIVO
La Fig. 61 muestra la micrografla obtenida de fotobiontes en cultivo axénico durante dos mes.
Como se observa claramente tanto en la imagen con luz blanca (flg. 61 A) como con luz polarizada
(Fig. <5!. U), se trata de muestras de cultivos sin contaminaciones bacterianas o rnngioas. Por otra parte,
la microscopia dc interferencia de fase color nos permitió apreciar relieves celulares, pudiendo distinguir
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claramente los cuerpos de almacenamiento del cloroplasto y del núcleo celular. Tanto la Fig. 61 en 
color como las micrografias en blanco y negro que aparecen en la Fig. 62 muestran un perfecto estado 
estructural y morfológico sin alteraciones apreciables en las estmcturas celdares, ni tras la observación 
con luz polarizada (Fig. 62. A) ni con luz blanca (Fig. 62. B). 
Tal como se observa e la Fig. 63.A y 63.8 se trata de un cultivo asincionico con una gran 
variabilidad en los tamaños celulares y del estado de desarrollo de las mismas. Ambas microgrtias 
recogen diferentes estados del desarrollo de los trebouxoides en su ciclo celular Autoesporas de 
distintos tamaños originan células adultas capaces de entrar en mitosis formando autoesporangios. La 
rotura de la pared de la célula madre produce nuevamente autoesporas cerrando el ciclo mitótico del 
simbionte fotoautótrofo. 
La Fig. 64 recoge distintos estados de división. La Fig. 64.A muestra una célula en su primera 
división mitótica que aún no ha finalizado la citocinesis (división celular no vegetativa típica de 
/?ve/rdo/~ehorcrin). Autoesporas contenidas en el autoesporangio aparecen en la Fig. 64.B (división 
celular vegetativa típica de ïi~ho~xin. Un elevado número de células madre o autoesporangios revelan 
que el cultivo no tiene limitaciones de desarrollo y crecimiento en contraste con lo observado en 
poblaciones naturales del endosimbionte en talos recién aislados (Fig. 12) 
En niqgin caso se detectó actividad ureasa en pared en cultivos axénicos, a no ser que fueran 
previamente incubados en urea 100 mM durante 411 (Fig. 65). Cuando las células fueron incubadas con 
SA directamente, sin inducir el receptor de pared, no se detectó actividad ureasa (Fig. 65). En este 
caso, la SA debía entrar en el interior celular, provocando en 30 min de incubación rotura de paredes y 
formación de protoplastos y fantasmas, tal corno muestra la micrografia de la Fig. 66, en luz blanca 
(Kg. 66.A) y en luz polatizada (Fig. 66.B). La formación cle los protoplastos ocurrió a partir de un 
punto de rotura de la pared, saliendo al medio el contenido citoplasmático y rompiéndose en algunos 
casos la membrana plasmatica, quedando todo el material celular disperso en el medio (Fig. 67). Tal 
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como se observa en esta micrograila, SA es capaz de penetrar en las células independientemente de su
estado de desarrollo, daflando células adultas, autoesporangios y autoesporas (Fig. 67.A y 67.B). En los
estados más avanzados del proceso de degradación, sólo se observaron estructuras de pared
colapsadas, con restos celulares en sus proximidades (Fig. 6S.A). Las distorsiones en Ja pared resultan
más evidentes al observar los cultivos con luz polarizada (Fig. 68.B).
Sin embargo, cuando los fotobiontes presentaban actividad ureasa en pared, la arginasa
segregable debía ser retenida a nivel de Ja pared celular del fotobionte, manteniéndose la estructura y
desarrollo celular, como se observa en la Fig. 69 por microcopia de luz blanca (Fig. 69.A) y al
observarlas por interferencia de fase (Fig. 69.B).
La Fig. 70 (A y B) muestra un grupo de células de estos cultivos en detalle donde se observan
estructuras tales como pared celular, cuernos de reserva, cloroplastos, etc.> sin notarse diferencias al
compararlas con los cultivos control. Durante el periodo de incubación de los fotobiontes en urea 100
mM durante 4 h las células no modificaron sus estados de desarrollo, observándose células adultas,
células en división (Fig. 71 A) así como productos mitóticos en el interior del autoesporangio (Hg.
71.B).
La unión de las dos isoformas de arginasa ABP y SA produjo una disminución en la actividad
ureasa en pared de forma análoga a lo que ocurriacon fotobiontes recién aislados (Tabla 1, Fig. 55). En
el caso de fotobiontes cultivados, la ABP anuló totalmente la actividad ureasa en pared mientras que la
SA redujo la actividad hasta un 93,5% (Fig. 65). Conviene seflalar que únicamente en el caso de
indución previa se observó actividad ureasa en paredes.
235
Resultados
2..- ESTUDIOS DE LIGAMIENTO CON ISOLECTINAS MARCADAS EN
CULTIVOS APOSIMBIONTES
Las proteinas marcadas con fluoresceína y no marcadas con el fluorocromo Rieron incubadas
con células del ficobionte previamente incubadas en urea o sin tratamiento previo. Tras la incubación de
las proteínas con el fotobionte durante 30 min, se observaron las células por microscopia de
flurescencia, Un 98,7% de los fotobiontes control emitían fluorescencia roja procedente de la clorofila
fisiológicamente activa. Los fotobiontes incubados en urea no presentaban diferencias respecto al
control. Cuando se incubaron los fotobiontes inducidos con ABP o SA marcadas> se observó un
elevado porcentaje de fluorescencia amarillo-verdosa flindanientalmente en SA. marcada no
observándose claramente esta unión en el caso de la ABP (Tabla 13>. Sin embargo, si las células
carecían de actividad ureasa en su pared, la unión al receptor no era posible y el porcentaje de
flurescencia amarilla se reducía hasta tomar valores entre 2,5 y 3,5%.
Tal como muestra la Tabla 12, cuando las proteínas no fberon marcadas y penetraron en las
células, se observó un pocentaje de fluorescencia amarifla, 10,10% en el caso de AI3P y 14,5% en el
caso de SA. Esta fluorescencia es mayor que en el mismo ensayo utilizando isolectinas marcadas. Esto
hizo pensar que tal fluorescencia procedía del efecto de la posible entrada de las proteínas en el interior
celular y los subsiguientes cambios y alteraciones celulares como consecuencia de la actividad arginasa
de estas isolectinas. Cuando las que se incorporaron al interior celular fUeron las proteínas marcadas, se
detectó un porcentaje de fluorescencia amarillo-verdosa muy bajo> puesto que las lectinas reducían la
actividad arginasa tras la unión a fluoresceína (Tabla 2).
Si las células contenían actividad ureasa tras la unión, tanto de ABP como de SA, posiblemente
no penetraban en el interior celular. En este caso, el porcentaje de fluorescencia amarilla-verdosa debido






























































































































































































































































































iFig. 60. Microscopiaóptica en luz polarizada de fotobiontes de Al pone/ma incubados durante dos
meses en condiciones axénicas. (A) Esporas tras la esporulación en BBM; (B) inicio de la
germinación después de 24 h en BBM; (C) desarrollo del mioelio tras un mes de cv4tivo en




Fig. 61. Microscopia óptica color en luz blanca (A) y luz polarizada (B) de fotobiontes (trebauxoidear>




iFig. 62. Microscopia óptica en luz polarizada (A) y luz blanca(B) de trebouxoides incubados en




Fjg. 63, Microscopia óptica en luz polarizada. Ciclo celular de fotobiontes del género Trebouxiq ~n
cultivo (A) y (B). Obsérvese el elevado número de aplanosporangios en (U). A, ~utosporwAP>




Fig. 64. Microscopia óptica de diferentes formas de división de los trebouxoides que constituyen el
endosimbionte en Al ponietina. (A) Fotomicrografla en luz blanca donde se observan
Pseudotrebauxia en división (flecha vacia) y ¡rebauxia en división (flecha llena). (~Divis¡ón
oelular a partir de una vólula que conservó la parer4 celular ~tela c~¡ulg m~1re (pocó ft~cuente




Fig. 65. Actividad ureasa en paredes de los trebouxoides en cultivo dex par/el/aa trás los siguientes
tratamientos: fotobiontes incubados en urea 100 mM durante 4h y después durante Mi en
tampón (1), o en ABP (2) o en SA (3); fotobiontes incubados durante 4h en tampón yposterior
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Fig. 66. Microscopia óptica cje luz blanca (4)y luz polarizada (B). Fotobiontes incubados durante 30
mm en SA. 1-a flecha llena indica la formación de protoplastos y la flecha vacias los fantasmas,





Fig. 67. Microscopia óptica de luz blanca (A) y luz polarizada (B). Fotobiontes incubados durante 30
ruin en SA. La flecha llena indica formación de protoplastos y la flecha llena, fantasmas. Nótese
que los daños morfológicos se observan en células pertenecientes a todos los estadios del




Fig. 68. Microscopia óptica de luz blanca (A) y luz polarizada (B). Fotobiontes incubados en SA
durante 30 mm. Obsérvese el aspecto final de las células tras haber perdido todo el contenido




Fig. 69. Microscopia óptica de luz blanca (A) y luz polarizada (B). Fotobiontes incubados en urea 100
mM durante 4h yposteñonnente incubados en SAdurante 30 mlii. No se observaron




Fig. 70. Microscopia óptica de luz blanca (A) y luz polarizada (B). Fotobiontes incubados en urea 100
mM durante 4h e incubadas posteriormente en SA durante30 mm. Detalle de la estructura y




Fig. 71. Microscopia óptica en luz polarizada. Fotobiontes incubados en urea 100 mM <jurante 4h e
incubadas posteriormente en SA durante 30 miii. Laglicoproteina no afectó ni a





Una lectina del liquen Xanthoniaparieiina (Fig. 1) fue parcialmente purificada de acuerdo con
Bubrick el cd, (1985). Esta lectina, que es sintetizada por el hongo y está localizada en la superficie de
su pared (Bubrick y Galun 1980; Bubrick el aL, 1981), se resolvió en dos fracciones por filtración en
columna de Sephadex 0-150 (Fig. 4). Una de ellas eluyó en el volumen muerto y se trataba de una
proteína no glicosilada ERg. 5) con un peso molecular superior a 150 kiDa y con capacidad para
hidrolizar arginina. La fracción mayoritaria tenía un peso molecular inferior, una mayor actividad
arginasa y se comportaba como una proteína glicosilada (Pigs. 4 y 5). Galun el al. (1984), resolvieron
esta mezcla heterogenea por electroforesis en poliacrilaniida al 12% en dos proteínas de 12 kiDa y 43
kDa, siendo la primera de ellas una proteína glicosilada. Sin embargo, no describeron ningún tipo de
actividad enzimática para estas proteínas. Estas diferencias en el peso molecular podrían explicarse en
base al comportamiento de agregación de las arginasas al ser eluidas de geles de Sephadex (Ikaniioto el
al., 1990) e incluso a la agregación en disolución que se observa en numerosas lectunas (Manda] y
Brewer, 1992; Gupta y Brewer, 1994). Sin embargo, Sankaranayanan eta?., (1993) muestran cómo al
aumentar la concentración de las lectinas y eluirlas de Sephadex, las lectinas mantienen la estructura de
dímero que mostraban a baja concentración y no se agregan, En cualquier caso, la filtración de una
proteína parcialmente pura por Sephadex o por eiectroforésis no permite realizar una estimación del
peso molecular hasta no realizar la purificación tota] de la misma. De hecho, la separación de la lectina
mediante una técnica altamente resolutiva como la exclusión molecular en HPLC resolvió la muestra en
seis polipéptidos> dado que el poder de resolución de esta técnica es superior a la electroforesis
convencional (Fig. 1 9.A). En cualquier caso, se puede separar dos fracciones con actividad arginasa
que pueden corresponder a dos enzimas (o más) que hidrolizan arginina. Estas fracciones contienen
arginasas constitutivas que se describirán como isofomias de arginasa, puesto que se desconoce si son
codificadas por el mismo o distinto locus y por otra parte> se sabe que al menos una de las fracciones
contiene una arginasa (arginasas) glicosilada(s) (Gtifllths y Black, 1987). En este sentido, Shannon y
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Hankins (1981), describen en plantas superiores dos proteínas con actividad Ó-galactosidasa, una de
ellas se comportaba como una fitohemaglutinina (glicoproteina) y la otra carecía de esta capacidad por
lo que sugieren diferentes funciones fisiológicas para estas isoformas atendiendo a esta caracteristica.
El marcaje de lectinas con distintos fluorógenos con objeto de detectarías o determinar e! sitio
de unión al microscopio óptico es una técnica habitual (Marx y Peveling, 1983; Kárdish, 1991; Jonas y
Putzke, 1992; Jonas el aL, 1993). Cuando se realizó el ligamiento de la lectina heterogenea marcada
con fluoresceína a fotobiontes, se encontró un 11% de fotobiontes con fluorescencia amarilla (Fig. II
A). Estos resultados contrastan con los descritos por Bubrick el al. (1980) y Man y Peveling (1983)
puesto que estos autores sólamente obtienen unión de las lectinas aisladas de liquenes con fotobiontes
en cultivo. Los experimentos subsiguientes pueden explicar estos resultados en base a la presencia o
ausencia de actividad ureasa en los talos recogidos de la naturaleza (Rodríguez y’Vicente, 1991), e
incluso, la presencia o ausencia del receptor puede depender del estada fisiológico del talo Q-aallemant y
Savoge, 1985). Esta suposición ha sido confirmada al incubar los talos intactos con urea durante 2h
pues en este caso, aunque no aumenta el número de fotobiontes con fluorescencia amarilla si se observa
una marcada intensidad de la misma (Fig. 11, E).
Además, el cultivo de los fotobiontes aislados en urea durante un periodo de tiempo suficiente
como para inducir la presencia de ureasa en pared (Fig. 6) incrementó claramente el número de células
que eran capaces de unir la lecuina a su pared celular (Fig. 11 A y C), encontrando que las diferencias
obtenidas en el número de células fluorescentes en este tratamiento respecto a los otros dos eran
estadisticamente significativas (Tabla 3). Por otra parte, si el componente ffingico es capaz de producir
su propia ureasa, esta enzima no puede actuar como receptor dado que las contaminaciones de hifas no
presentan fluorescencia amarilla (Fig. 11 C y D), aunque en algunos casos las esporas del hongo




Por otra parte, Bubrick y Cialun (1980) defienden la especificidad en la unión describiendo esta
lectina como una proteína de reconocimiento de fotobiontes compatibles con el hongo para fonnar la
simbiosis, puesto que fotobiontes en cultivo axénico de Al paníetina (Fam. Telochistaceae) son capaces
de unir la lectina, pero fotobiontes en cultivo de distintas especies de Ramal/no (Fam. Ramal¡naceae)
son incapaces de llevar a cabo esta unión. Sin embargo, trabajos posteriores (Bubdck el a/., 1985)
describen resultados contradictorios puesto que el porcentaje de unión con fotobiontes de Al s¡einer¡ es
inferior al 10%. En este sentido, fotobiontes de Evenña pnmasírl (Fam Usneaceae) que presenten
ureasa en pared eran capaces de unir la lectina extraida de Al parlefina (Fig. 11 .F) a pesar de ser
liquenes filogenéticaniente muy separados. Incluso las contaminaciones fl~ngicas en las preparaciones
obtenidas presentaban fluorescencia positiva. Ante los resultados obtenidos parece que la unión de la
lectina depende fundamentalmente de la presencia o ausencia del receptor de pared y no de la
naturaleza u origen del fotobionte. Esto también implica que no es necesario un cultivo por largos
períodos de tiempo en un medio inespecífoco de crecimiento, sino que basta una corta incubación sobre
un inductor adecuado.
El elevado porcentaje de unión obtenido en cultivos axénicos del fotobionte de Al pantetina
(Bubrick et al., 1985), hace pensar que el cultivo aposimbionte puede ser decisivo para inducir la
presencia del receptor adecuado, ocurriendo un bloqueo (o inhibición) del receptor después del
reconocimiento. En este sentido, la presencia de parietina en las paredes de las algas liquenizadas
(Honegger, 1991; Smith y Douglas, 1987) y considerando que parte de estos fenoles pueden penetrar
en el interior del alga (Ahmadjian y Jacobs, 1985; Avalos y Vicente, 1987), podría explicar que los
fenoles en el talo inhiban la actividad ureasa, tal como ocurre con otros fenoles liquénicos que regulan
actividades enziniáticas tales como ureasa (Vicente y Filho, 1979; Legaz y Vicente, 1988)> arginasa
(Legar y Vicente, 1982; Legaz y Vicente, 1983; Pedrosa, 1993), etc. Tal como estos autores proponen,
la activación o inhibición de las enzimas va a depender de la concentración y localización de los fenoles.
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En este sentido, el co-aislamiento de parietina purificada de Al pan erina (Figs. 7 y 8) junto con paredes
que presentaban actividad ureasa inhibe esta actividad hasta anularla a altas concentraciones de la
antraquinona (Fig. 9). Los fenoles forman normalmente enlaces covalentes con restas de cisteina,
ligados a los centros activos de la enzima, y a restos prolina y alanina, involucrados en la polimerización
(Vicente y Legaz, 1988). Sin embargo, la inactivación de la ureasa al aumentar-la concentración de
parietina no necesariamente debe afectar a la capacidad de ligamiento entre el receptor y el ligando
puesto que la interacción proteina-proteina se realiza fUndamentalmente a nivel de los restos glicosilicos
y no necesariamente el sitio carbohidratado de la proteína tiene que estar relacionado con el centro
activo. Balasubranianian, el al. (1993), describen cómo cambios en los restos aminoacídicos modifican
la conformación de la proteina pero no la especificidad en la unión al receptor ni en su efecto tóxico.
Hoedemaeker et aL, 1993, muestra como cambios en los aminoácidos no modifican la interacción con
el receptor pero si la estabilidad y toxicidad de la lectina. En este sentido, Viard el al. (1993) describen
que el bloqueo del receptor, y por tanto, de la actividad aglutinante, no inhibe la capacidad antifUngica
de la glicoproteina. Sin embargo, modificaciones en la composición de aminoácidos en la zona próxima
al resto glicosiico puede afectar la capacidad de unión a los azúcares pues esta zona podría estar
implicada en interacciones con iones metálicos (Young y Oonien, 1992). Atendiendo al porcentaje de
algas ureasa positivas en fotobiontes inducidos con urea, de los que previamente se hablan eliminado los
fenoles podemos decir que el bajo porcentaje de unión (fluorescencia amarilia) obtenida en los
anteriores experimentos no se debe a una modificación en el receptor de pared del alga por presencia
de parietina (aunque existe iris marcada inhibición enzimática), dado que el porcent* de células
ureasa positiva en los diferentes tratamientos (Tabla 3) fUe muy similar al de células capaces de unir la
¡ectima marcada (Tabla 5). Por otra parte, los tratamientos de inducción no inducen daños drásticos o
muerte celular que pueda determinar o explicar el bajo porcentaje de unión lectina-fotobionte. (Tabla
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Una explicación plausible del bajo porcentaje de células fluorescentes puede apoyarse en la
heterogeneidad de la población, como muestra la frecuencia de distribución de tamaños celulares (F¡g
12). El hecho de que las células más pequeflas (10-200 mm2) no sean capaces de unir lectina (Fig. 11.
C.) y que éstas constituyan el 60% de la población puede explicar el bajo porcentage de fluorescencia.
Este resultado está de acuerdo conKardish e/al., 1991), quienes muestran que la unión de las lectinas a
la pared celular depende del estado fisiológico del autosimbionte además de la composición de axjueUa
(Bubrick el al., 1982). Por otra parte, el elevado número de células pequeñas puede deberse a una
fUerte velocidad mitótica o a una inhibición del crecimiento. En líquenes, la observación de
aplanosporangios es poco frecuente (Slocum el aL, 1980) por lo que la primera posibilidad debe ser
descartada. Cabe pensar, que el pequeño tamaño de las algas se deba a una inhibición del crecimiento
por parte del componente ifingico, tal como sugiere Honegger (1987), debido a la perdida de actividad
metabólica, incluyendo la producción y secreción de ureasa (Vicente eta?., 1983).
Es posible pensar que tan bajo porcentaje de células con fluorescencia amarilla pueda deberse a
un problema de marcaje de las proteínas. Sin embargo, de los cuatro polipéptidos (Fig. 20. B) que
constituían la lectina intratalina todos Rieron marcados (Fig. 20. A). El marcaje del polipéptido (o
polipéptidos) con actividad arginasa se comprobó puesto que la lectina parcialmente purificada y
marcada redujo su actividad arginasa aprox¡madament un 5 00/o frente a la no marcada como
consecuencia del marcaje, tal como se comprobó con arginasa comercial (Tabla 2). Por otra parte, la
posibilidad de que algim peptido no marcado de la mezcla pueda bloquear el receptor debe ser
descartada, Por tanto, el polipéptido o polipéptidos capaces de unirse a los fotobiontes se marcan en su
totalidad mediante el proceso anteriormente indicado atendiendo a los resultados obtenidos y
considerando la unión al azar polipéptido-fluoresceína y la presencia de fluorescencia en exceso en la
mezcla de reacción. Es posible, sin embargo, que existan interacciones polipéptido-polipéptido que
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dificulten la unión a los receptores del alga, de forma similar a lo que ocurre con otras arginasas
(Pedrosa yLegaz, 1991b) y otras lectinas (Gupta yBrewer> 1994).
Las observaciones preliminares a nivel óptico que correlacionaban la presencia de ureasa en
pared con la capacidad del fotobionte para unir la lectina sintetizada por el hongo se confirmaron a
nivel ultraestructural y bioquímico. La lectina marcada con fenitina se unió a la paredes de los
fotobiontes inducidos en un porcentaje similar a cuando se marcó con fluoresceína (Fig. 13.B) y sin
embargo, no se observó la unión de esta proteina densa a los electrones como consecuencia del marcaje
cuando las paredes no mostraban ureasa en pared (Fig. 13.A). La posibilidad de que los polipéptidos no
hayan sido marcados con ferritina es improbable, puesto que la unión de la proteína, ferritina y
polipéptidos se realiza al azar. La separación por Sephadex nos permite separar distintas fi-acciones. La
fracción 1, formada posiblemente por agregados ferritina-ferritiina, la fracción iii, cori una alta actividad
arginasa (similar a la lectina no marcada), posiblemente formada por agregados ferritina-ferritina y
ferritina-arginasa, una fracción III donde se separan ñmdamentalmente péptidos no marcados sin
actividad arginasa y una fraccón IV sin proteína (Fig 10, Fig. 21, Tabla 2). Estos resultados confirman
el marcaje de todas las proteinas con actividad arginasa (Fracción II) así como que este tipo de unión no
afecta a la actividad enzimática de la lectina, quizás porque la unión se realiza a través de un
intermediario (glutaraldehido), tal como se confinnó con arginasa comercial. Los poilpéptidos no
marcados aparecen como trazas sin importancia cuantitativa (Fig. 21. C).
Por otra parte, aqueflos fotobiontes que fUeron inducidos con urea durante 2h mostraron
actividad ureasa positiva (27,13%, Tabla 5), tal como se confirmó a nivel electrónico (Fig. 18. Ay B).
Sin embargo, no se detectó esta actividad ureasa en fotobontes control (Fíg. 18.C). Cuando las
muestras se trataron con un inhibidor específico de ureasa, no se observó actividad enzimática en
ningún caso (Fig. 18.C) al igual que tras incubar los fotobiontes inducidos con la lectina (Fig. 18. F.),
por lo que podemos afirmar que la unión de estas proteínas inhibe la actividad ureasa y establecer una
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correlación entre la presencia de ureasa en pared del fotobionte y la unión de la lectina fUngica. En este
sentido, la pérdida de la actividad enzimática de una lectina ha sido descrita para otras lectinas
procedentes de plantas superiores (Shannon y Hanlcins, 1981). La inhibición de la actividad ureasa se
confirma a nivel bioquimico (Tabla 1). En este caso, la unión de la proteína con actividad arginasa y el
receptor de pared provoca una inhibición total de ambas proteínas. Este efecto podría tener
implicaciones fisiológicas como se discutirá más tarde. La incubación de ]a lectina con fotobiontes no
inducidos produce una ligera pérdida de la actividad arginasa en la lectina. Sin embargo, cuando se
incuba con fotobioníes inducidos, la actividad se reduce hasta un 990/o, lo que confirma la unión de la
proteína a la pared de] fotobionte. Un remanente de actividad arginasa queda en la peparación de
lectina, lo que confirma la presencia de la isof’orma constitutiva no glicosilada (Figs. 4 y 5) que no se
une a paredes. La desorción con galactosa permite una recuparación de la actividad ureasa en algo
menos del 50%. Sin embargo, la recuparación de actividad arginasa en la preparación tras la desorción
es muy baja.
Estos resultados están de acuerdo con Petit (1982). Sus experimentos de inhibición de la
aglutinación de proteínas de origen fUngico utilizando siete azúcares diférentes revelan que en ningún
caso la lectina se unja a ninguno de ellos y por tanto, la aglutinación era positiva. Es posible, por tanto,
que la desorción no pueda ser llevada a cabo con galactosa únicamente, porque el receptor de pared
esté formado por un heterosacárido, tal como ociare con otras proteínas glicosiladas en liquenes
(Planelles y Legaz, 1987), a pesar de que esté descrito que el resto glicosílico de ureasa en Evenda
prunastrí es un homopolimero de galactosa (Perez-Urria y Vicente, 1989). La posibilidad de la
presencia de otros receptores está de acuerdo con lo descrito por Marx y Peveling (1983) a cerca de la
unión de Con A a fotobiontes de Al parlefina, dado que los azúcares específicos de esta lectina son
manosa y glucosa. Más concretamente, la lectina íntratalina parcialmente purificada es capaz de




confirman la necesidad de utilizar mezclas de monosacáridos y oligosacáridos para inhibir la capacidad
hemaglutinante de lectinas vegetales. Por otra parte, la interacción química entre el receptor y e! ligando
puede implicar no sólo al resto glicosilico, sino también a los aminoácidos de las proteínas de forma que
la desorción total sea irreversible. E incluso la interacción argínasa-arginasa entre la lectina y pared
(Tabla 1) podría ocurrir de forma similar a lo que ocurre con otra arginasas (Pedrósa y Legaz, 1991b).
Cabe pensar, además, que se produzca desorción de la lectina pero que la interacción ligando-receptor
sea tal que se inactiven total o parcialmente las arginasas.
Por último, la unión de la lectina a paredes se confinna ante la diferente observación con
técnicas análiticas (HIPLC) de la composición polipeptídicade la lectina antes y despues de la adsorción
(Fig. 19 A y B). El cromatograma diferencia entre los cromatogramas de ambas muestras revelan un
único pico presente en la lectina no incubada y que desaparecía en el sobrenadante de la lectina tras la
incubación. Estos resultados están de acuerdo con los obtenidos por Gaiun et al. (1984) y Bubrick el
al. (1985) quienes muestran cómo un polipéptido glicosilado de la lectina se une a fotobiontes en
cultivo axénico.
Ante los datos precedentes, la cuestión principal es establecer el posible papel fisiológico de esta
proteína glicosilada con actividad arginasa. La arginasa es la enzima que dispara la síntesis de putrescina
en el niicobionte mientras que la biosíntesis de esta diaxnida en el fotobionte parece ser dependiente de
arginína descarboxilasa (Legaz, 1985). Si esta arginasa no queda retenida en el talo, como ocurre en el
70% de los fotobiontes, podría penetrar en las células por endocitosis como ocurre con otras lectinas
(Jonas, el aL, 1992). La cantidad de putrescina algal en talos de E prunastri es 0,62 % de la putrescina
total (Escribano y Legaz, 1988). El incremento experimental de la concentración de putrescina algal
está relacionado con el incremento de actividad proteasa (Escribano y Legaz, 1985), metabolismo de
azucares (Legar el al, 1985) y degradación de clorofilas (Vicente y Legar, 1983). Es de suponer que
los fotobiontes regulan el metabolismo de las pollaminas para mantener un porcentaje de putrescina
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bajo. Si la lectina con actividad arginasa entra en el fotobionte y si, por otra parte el fotobionte es capaz
de absorber arginina del medio intratalino la concentración de poliaminas en el fotobionte aumentaría
pudiendo provocar el deterioro celular. El papel de las poliaminas en la senescencia en plantas
superiores es discutible (Kao, 1993, 1994), y sin embargo, en cianobacterias induce letalidad (Guarino y
Cohen, 1979 a y b) y disminución de la concentración de clorofilas en clorolíquenés (Legaz y Vicente,
1983). Tal hipótesis fue confirmada mediante la incubación de fotobiontes recien aislados con la lectina
intratalina durante tres horas tras cebar las algas con arginina. El aminoácido captado por el fotobionte
(Fig. 14) incrementa su concentración intracelular. Sin embargo, dado que el descenso de la arginina
exógena parece más alto que el incremento del aminoácido en el fotobionte, es posible que la arginina
sea catabolizada exógenamente por una arginina descarboxilasa segregable al medio (Vicente y Legaz,
1983). En presencia del suplemento del aminoácido y en ausencia de actividad uteasa en pared, la
lectina intratalina puede incorporarse al citoplasma del fotobionte, Este hecho, provoca una fuerte
perdida de las condiciones fotoergónicas por disminución en la concentración de clorofilas. Este efecto,
no se observa ni en fotobiontes recién aislados previamente inducidos con urea, es decir, con ureasa en
pared, ni en los fotobiontes control (Fig. 15). Por otra parte, sólo se observó citoaglutinación cuando
los fotobiontes contenían ureasa en su pared, lo que confirma que sólamente en estos casos se une la
lectina intratalina (Fig. 16). Esta capacidad aglutinante de las arginasas glicosiladas se confirmó con
eritrocitos humanos del grupo IB (Fig. 17), aunque parece que la reacción de hemaglutinación es
negativa frente a eritrocitos humanos, de oveja y de conejo de los grupos Ay O (Galun eta?., 1984).
Algunos autores (Lockhart el al?, 1978; Ingrani, 1982; Andrews, 1992) han confirmado la capacidad
eritroaglutinante de ciertas lectinas o extractos liquénicos, Sin embargo, esto no significa que exista
especificidad en el reconocimiento de eritrocitos compatibles, al menos esta suposición no tiene
importancia fisiológica alguna. Estos resultados deben interpretarse como especificidad o
inespecificidad de las lectinas frente a carbohidratos o glicoproteinas antigénicas determinadas (Ingram,
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1982). De igual fonna, la capacidad de unión de la lectina con actividad arginasa del liquenX parle//no
a diferentes fotobiontes va a depender de la naturaleza de los receptores de pared y no de la
compatibilidad de los fotobiontes en los primeros estadios de la resintesis entendida compatibilidad
como adecuación de dos distintas velocidades de transformaciones metabólicas (Ahmadjian, 1987) o
posibilidad de adherirse a cuerpos fisicos vivos o inertes (Ahmadjian, 1993). tn este sentido, el
micobionte no puede reconocer a los eritrocitos como células compatibles y sin embargo, esta lectina
sintetizada por el micobionte es capaz de unirsea glóbulos rojos humanos (Fig. 17).
La pérdida de las condiciones fotoergónicas como consecuencia de la entrada de arginina
exógena y de la penetración de lectina en los fotobiontes está estrechamente relacionada con las
observaciones en talos de X par/e//no sometidas a tratamientos similares. Los talos de este liquen
presentan la ultraestructura que se observa en la Fig. 22 y 23, formados po? un ascomicete y
fotobiontes trebouxoides que mantienen el equilibrio en simbiosis, observándose en algunos ocasiones
haustorios intraparietales. La incorporación de arginina al talo provoca alteraciones estructurales a nivel
citoplásmico con el consiguiente colapso de los biontes (Fig. 24) probablemente como consecuencia de
la hidrólisis de este aminoácido y el aumento en la concentración de poliaminas (Legar, 1985; Legar,
1991) que provocan un efecto tóxico. Este efecto incrementa cuando el receptor de pared no ha sido
inducido y la lectina parcialmente purificada, con actividad arginasa, es capaz de incorporarse a los
fotobiontes. En este caso, el equilibrio entre los simbiontes se rompe provocando alteraciones que se
traducen en el aumento de haustorios intracelulares y, en último término, en la rotura de pared de los
biontes con la consiguiente muerte celular (Figs. 28 y 29). El desarrollo de haustorios intracelulares
sólamente se ha descrito en Al parietina en los primeros estadios de la resintesis (Bubrick y Gatun,
1986), posiblemente como consecuencia de la virulencia del bongo cuyo comportamiento en este punto
puede considerarse patógeno (Ahmadjian, 1987). En este caso, los xenohabitantes de la simbiosis, que
se calculan en varios millones por gramo de talo (Lenovay Blum, 1983) y que en condiciones nonnales
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mantienen regulado su desarrollo, disparan su crecimiento como consecuencia de la ruptura del
equilibrio simbiótico o quizás por estar implicados en él directamente. Dado que algunas bacterias
xenohabitantes tienen actividad antimicrobiana (Zook, 1983), cabe pensar que la pérdida del equilibrio
entre los asociados pueda afectar a esta capacidad defensiva de forma que diferentes colonias
contaminan el ensayo (Fig. 28)
La consecuencia última de la incubación del fotobionte con lectina del micobionte durante un
tiempo prolongado es la muerte de los fotobiontes y, como resultado, la muerte del micobionte, tal
como ocurre en las relaciones parasitarias virulentas. Sin embargo, en presencia del receptor de pared,
los talos mantienen el equilibrio (Fig. 27), aunque se observan modificaciones ultraestructurales
posiblemente como consecuencia de la incubación con urea (Hg. 25 y 26). Puesto que la incubación
con urea durante 2h no provocaba fuertes alteraciones estructurales en simbiosis, se tomprobó a nivel
ultraestructural qué ocurriría si los fotobiontes aislados fueran incubados durante el tiempo y la
concentración óptima descritapara obtener el máximo de actividad específica en paredes del fotobionte,
es decir, incubación de fotobiontes en urea 100 mM durante 4 h (Fig. 6.B.). Las observaciones al
microscopio electrónico de barrido no presentaron diferencias significativas entre la superficie de las
algas incubadas en urea y las no tratadas (Fig. 30). Las observaciones por transmisión confirmaron los
resultados anteriores aunque se observó cierta proteolisis en ambos tratamientos posiblemente
consecuencia del proceso drástico de extracción de la algas (Fig. 31 y 32). Conviene resaltar, no
obstante, que en los fotobiontes incubados con urea 100 mM durante 4 h se observa la disposición
elipsoidal de los tilacoides, observada en el talo incubado en urea 100 mM durante 2h (Fig. 25 y 26).
La incubación de los fotobiontes en estas nuevas condiciones de inducción con la lectina
purificada hasta homogeneidad (Tabla 6) y marcada con fluorescencia supone un aumento en el número
de fotobiontes con fluorescencia amarilla del 30% (tras incubación con urea 21,, Tabla 5) hasta un 77%
(Tabla 11, Fig. 48). Por tanto, la purificación total de la proteína así como la incubación de los
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fotobiontes en las condiciones óptimas de detección de actividad ureasa en pared suponen un aumento
en el número de fotobiontes capaces de unir a su pared la lectina flingica. Este incremento puede
explicarse porque, en estas condiciones, un mayor número de células son capaces de secretar ureasa al
medio, y, por tanta, de presentarla en su pared y además porque la purificación de ABP evita
interacciones proteina-proteina que pueden dificultar la unión al receptor (Pedrosa 3.’ Legar, 1991 b).
La purificación de arginasa intratalina (ABP) se llevó a cabo mediante técnicas convencionales
de precipitación y separación por exclusión molecular e intercanabiadores ¡ónices (flg. 33 y 34),
tradicionalmente aceptadas para la purificación de lectinas (Petrescu et al., 1993; Yagi et aL, 1994;
Hoedemaeker eta!., 1994). La determinación de la naturaleza segregable de esta proteína se realizó por
purificación de la arginasa segregable (SA), (Fig.36 y 37, Tabla 7) y posterior caracterización y
comparación de ambas proteínas . Las condiciones óptimas para obtener un mayor rendimiento de
purificación del medio de secreción flieron lb de incubación en arginina 40 mM en obscuridad a 260C
(Fig. 35). Estos resultados difieren de los obtenidos para otras arginasas segregables liquénicas tales
corno la purificada de £ pruncistrí cuyo óptimo de secreción fue de Sh en obscuridad en la misma
concentración de arginina (P]anelles y Legar, 1987).
Conviene resaltar el comportamiento de elución de estas proteínas por Sephadex, especialmente
en el caso de la ARE> (Fig. 34), puesto que se producen agregados que llegan a eJuir en el volumen
muerto. La formación de oligomeros durante los procesos de purificación de lectinas (Shannon y
Hankins, 1981) y de arginasas (Ikamoto et aL, 1991) así como en disolución (Gupta y iBrewer, 1994)
han sido descritos aunque algunos autores no han detectado este comportamiento (Sankaramayanan el
al., 1993).
Ambas proteinas, ABP y SA, se comportaban como hemaglutininas frente a glóbulos rojos
humanos del grupo IB (Pig. 17 y 54), así como frente a fotobiontes (Fig. 16), y por tanto, nos permitió
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verificar su naturaleza como lectinas. La actividad arginasa desarrollada por ambas proteínas nos
permitió establecer que eran dos isotermas de arginasa.
El concepto de isolectina ha surgido flmdamentalmente como consecuencia de los resultados
obtenidos tras aplicar las técnicas de purificación en lectinas surgiendo en los últimos pasos de
purificación heterogeneidad proteica. Tras establecer que no se trababa dé contaminantes, se
denominaron isolectinas. Aunque no existe una definición establecida, los últimos trabajos de
purificación y caracterización de lectinas consideran que dos proteinas son isolectinas tras comprobar su
naturaleza glicosilada con capacidad para unirse a oligosácaridos o proteínas glicosídica (Yoshida el al,,
1994) y establecer una alta homología en su composición aminoacidica, probablemente como
consecuencia de la diferenciación de un gen ancestral común (Chrispells y Raikhel, 1991). Con
frecuencia pueden tener especificidad en la unión a carbohidratos y compartir el misnio resto glicosídico
(Yamaguchi el aL, 1993), aunque, existen isolectinas que no tienen una especificidad identica frente a
distintos carbohidratos (Yagi el aL, 1994) pudiendo existir modificaciones en la composición de restos
glicosídicos así como en el número de cadenas (Yamaguchi el al,, 1993). Aunque la definición de
isolectina es muy extensa, la homología en la composición de aminoácidos es fi.mdamental para
determinar si dos lectinas son isolectinas. Wantyghem el al? (1992) describen dos lectinas con el mismo
resto glicosidico; sin embargo, al no establecer la composición de aminoácidos estas proteínas se
consideran lectinas. Mandal et aL (1994), tras determinar la homología aminoacídica así como la
especificidad en la unión a D-galactosa y N-Acetil-D-galactosanhina de tres lectinas, sugieren que son
isolectinas a pesar de no detemiinar la composición del resto carbohidratado. La homología en la
secuencia de aminoácidos tampoco es necesaria (Yagi el al?, 1994; Mandal el aL, 1994). Por otra parte,
las técnicas utilizadas en la purificación así como la localización en el organismo o individuo no se
consideran como determinantes en la discriminación de este tipo de lectinas (Bortwick, 1992;
Hoedemaeker el al?, 1994).
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En general, la caracterización de las lectinas conlíeva el estudio de estas proteinas a distintos
niveles bioquímicos. El punto isoeléctrico (pl) suele ser uno de los parámetros analizados. Mandan el
al. (1994) describe puntos isoelectricos de 7,0, 6,85 y 6,7 para tres isolectinas de sqia considerando la
diferencia en los puntos isoeléctricos como consecuencia de la presencia de un aminoácido ácido en la
última isolectina que no aparece en la primera. Sin embargo, es frecuente que las lectinas vegetales
tomen valores de punto isoeléctrico ácido (Yagi el al., 1990; Yagi el al., 1994). En general, la
determinación del pI se ha realizado tradicionalmente mediante isoelectroenfoque en &adiente de pH.
Pedrosa (1993) determinan el pI de distintas isoformas de arginasa mediante electroforesis capilar zonal
e isoelectroenfoque comparando ambos resultados. La arginasa segregable purificada de E. pnmaslri
presenta un valor de pI 3,8 o 5,7 dependiendo de la ausencia o presencia de espermidina 0,5 mM como
regulador del flujo electrosmótico favoreciendo de este modo la determinación correcta del pI. Las
lectinas deX pandina tienen un pI de 3,7 (API>) y 4,7 (SA) por electroforesis capilar zonal (Fig. 38).
Estos datos están relacionados con los obtenidos para otras isolectinas vegetales (Yagi el al., 1994).
Sin embargo, hay que cosiderar la conveniencia de determinar el pI en presencia de espermidina 0,5
mM. En cualquier caso, los datos nos permiten establecer la naturaleza acídica de ambas proteínas (Fig.
38).
El peso molecular de ambas arginasas fue determinado por electroforesis en geles de
poliacrilamida. La electroforesis desnaturalizante en SDS al 0,1% resolvió ambas proteínas en una única
banda anódica, es decir, como proteínas acídicas, (Fig. 39) de forma similar a lo descrito para otras
arginasas de líquenes (Legaz, 1991). El peso molecular estimado fue de 58,6 kDa. Cuando se realizó
electroforesis convencional nativa en un gel de poliacrilamida al 12%, la proteína no se resolvió
probablemente por la formación de poilmeros o agregados de alto peso molecular, muy frecuentes en
las preparaciones de lectinas (Gupta y Brewer, 1994; Mandal y Brewer, 1992). La Fig. 34 muestra los
diferentes estados de agregación de la ABP por filtración en Sephadex descrito tambien para otras
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arginasas (Ikamoto a al, 1990) observandose, ademas, un disminución en la actividad arginasa según se
forman agregados de mayor peso molecularLa perdida de actividad en paralelo al aumento de la masa
molecular ha sido tambien descrita para otras enzimas de líquenes (Vicente y Legar, 1988). Mo el al.
(1993), describen la autoagregación de una lectina monomérica de 11 kDa de forma que en disolución,
existe como una mezcla monomérica y oligomérica, modificando esta asociación ~urespuesta frente a
distintos carbohidratos. En este sentido, Yagi el aL (1994) y Kamemura el aL (1993) reducen la
concentración del gel hasta un 7,5% de poliacrilamida con objeto de permitir la entrada del agregado en
el gel. Por otra parte, las isolectinas pueden tener el mismo peso molecular (Yagi el al, 1993) o
diferente (Yamawichi el crí, 1993, Yagi ela4 1994).
El análisis de aminoácidos revela que ambas proteínas tienen la misma composición desde el
punto de vista cuantitativo y una alta homología en el porcentaje de aminoácidos. La Tabla 8 muestra
un elevado porcentaje de aminoácidos ácidos y polares, siendo el aminoácido más frecuente la Gly en
ambas proteínas. Estos resultados están de acuerdo con los obtenidos para otras lectinas vegetales
(Yagi eta)?, 1994; Mo el al., 1993; Yoshida elal, 1994, Vagí eta!?, 1993) e incluso animales (Boucias
y Pendland, 1993) apareciendo en algunos casos, poco ftecuentes, un elevado porcentaje de Cys
(Petrescu el al., 1993; Hernández el al., 1993) aunque este elevado porcentaje de aminoácidos polares
y ácidos no siempre se mantiene (Kamemura eta!., 1993; Yamashita el al., 1992). Algunas isoformas
de arginasa aisladas y purificadas del liquen X parletina mantienen la misma frecuencia relativa en sus
aminoácidos (Pedrosa, 1993).
El análisis de aminoácidos que constituyen el resto glicosilado se llevo a cabo en las isoformas
de arginasa mediante hidrólisis ácida y posterior análisis por HPLC. El uso de un detector ultravioleta
como el Spectra System UY 2000, de 6 a 10 veces más sensible que otros detectores previamente
utilizados (por ejemplo VariChrom TM Uy-Vis/lO, Vicente el aL, 1991) reveló la presencia de
sustancias contaminantes en los patrones. Algunos de ellos, tales como glucosa, galactosa y
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glucosaniina presentaban contaminantes, probablementeproductos de degradación (Fig. 41 A y Fig. 42.
A). Por tanto, se necesitó un proceso de prepurificación de los patrones para eliminar las
contaminaciones, proceso que se llevó a cabo por filtración a través de alumnina neutra (Fig. 40>
Cuando fue posible, la fracción de la columna con mayor concentración de azúcar se analizó con
enzimas específicas. La identidad de la glucosa y galactosa se confirmo por reacción con glucosa
oxidasa (Raabo el aL, 1960) o galactosa oxidasa (Avigad el al., 1962).
Por otra parte, el pico de los patrones después de la filtración coincidia con uno de los picos de
las sustancias no filtradas. El método para el análisis es altamente sensible, exacto y repetitivo (Vicente
el al., 1991), tal como demuestran los resultados obtenidos al analizar los azúcares de la fetuina, una
glicoproteina cuya composición cualitativa y cuantitativa del resto carbonado se conocía previamente
(Spiro, 1960; Spiro el al., 1977). Ambas isolectinas presentaban claras diferencias en uno de los
componentes del resto carbonado (Fig. 43 y 44). La isolectina segregable (SA), contenia D-galactosa y
D-glucosa (Fig. 44) mientras que la isolectina intratalina (ABP) mostró un oligosacarido de N-acetil-D-
glucosamina y D-glucosaniina (Fig. 43) como resto carbohidrato. La presencia de N-acetil-D-
glucosamma podria explicar la diferencias en el pI, dado que la ABP tiene un punto isoelectrico
aparentemente menor y contiene un monosacarido ácido como la N-acetil-D-glucosamina. Por otra
parte, la arginasa segregable de AS parielina es bastante diferente de la purificada de otros líquenes. En
E. pn¿naslni el resto carbohidrato está compuesto por glucosa, fructosa y manosa (Planelles y Legaz,
1987).
Con frecuencia, la composición de azúcares del resto glicosidico ha sido analizada por
cromatografla de afinidad (Crowley y Goldstein, 1981) o por digestión con enzimas especificas
(Kilpatrick el al?, 1978). De esta forma, se ha descrito que la lectina de semillas de Datura slranonium
tiene un resto glicosidico que constituye el 37% de su peso y que su composición es un 93% de
arabinosa y un 7% de galactosa (Desai el aL, 1981; Crowley y Goldstein, 1981). Otros oligosacáridos
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en plantas se han determinado por intercambio iónico (Nagel y Wilson, 1969) o cromatografia de gases,
utilizando esta técnica fundamentalmente en los últimos años (Raymond y Nagel, 1969; Wantygen el
al., 1992; Debray el al., 1992; Yaniaguchi eta!., 1993). Aunque se pueden obtener buenos resultados
con estas técnicas, la preparación de las muestras y la analitica suele ser tediosa y por otra parte se
necesita aproximadamente 1 mg de proteína pura. A la sensibilidad y rápidez de la técnica de HPLC (no
más de 10 minutos de análisis, Fig. 40 y 41, Tabla 9) se une la baja cantidad de proteína necesaria para
su análisis 4-5 mg. Los espectros de fluorescencia (Fig. 46) de ABP y SA se obtuvieron sobre la base
de la fluorescencia natural de los anillos aromáticos de algunos aminoácidos y muestran nuevamente
una alta homología en la composición de aminoácidos puesto que las señales de fluorescencia que
emiten las proteínas cuando se excitan a 257 nm son muy similares. Los máximos de fluorescencia a
aproximadamente 320 nm indican presencia de Tiyp y a aproximadamente 350 nm, de Tyr. El
“hombro” observado a 300 nm revela Phe. El desplazamiento del máximo de emisión de 347,5 nm de
AiBP hacia el rojo (357,5 nm) en SA indica una esternalización de los restos Tyr en la estructura
terciaria de SA, quedando más descubiertos en la zona polar de la proteína, lo que aumenta su
interacción con el disolvente. El “hombro” a 445 nm indica cercanía de dos fluoroforos (Tryp) en la
estructura tridimensional (Campbell, 1984).
Los resultados obtenidos nos permiten confirmar que ambas lectinas son diferentes y que
pueden ser consideradas como isolectinas, así como isoformas de arginasa (Clrimths y Black, 1987).
Numerosos trabajo de purificación y caracterización de lectinas vegetales se han realizado en
los últimos años, como veíamos anteriormente. Sin embargo, poco se sabe de la flincionalidad y de la
importancia fisiológica de las isolectinas, Nagai y Yamagucbi, (1993) y Nagai el aL, (1993) sugieren
que la cadena carbonatda tiene una gran importancia en el ensamblaje y plegamiento intramolecular de
las lectinas, describiendo que proteínas no glicosiladas pierden su actividad aglutinante. Debray el al.,
(1992) muestra como una de las cadenas carbonadas de una lectina de Viscum album está directamente
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implicada en la unión al receptor, mientras la otra determina Ja toxicidad de la proteína. Kamemura el
aL, (1993) purifican y caracteriza dos isolectinas, una de ellas GNL-l, tiene un fuerte efecto mitógeno
mientras que GNL-2, pierde esta capacidad.
La importancia fisiológica de esta isolectinas (ABP y SA) se planteó en relación con los datos
previamente obtenidos para la lectina intratalina parcialmente purificada y que han sido discutidos
anteriormente, así como en función de su actividad arginasa. Una diferencia sustancial entre ambas
proteinas que pudiera tener importancia fisiológica es la afinidad diferencial frente a un mismo receptor
de pared. La idea de que el mismo receptor es compartido por las dos isolectinas se apoya en la pérdida
total de la actividad enzimática del receptor cuando se unen la isoelectinas, tanto ABP como SA (Figs.
55 y 65 en fotobiontes y cultivos respectivamente) como la lectina parcialmente pura (Tabla 3). La
unión de la isolectinas es diferencial tal como se describe para otras lectinas vegetalesftente adiferentes
carbohidratos y proteínas (Mo el al., 1993; Yoshida el al., 1994). La unión de SA al receptor de pared
es más fuerte que la observada para ABP, dado que SA ficilmente desplaza a ABP de la pared celular
del fotobionte mientras que la capacidad de desplazamiento de ABP hacia SA una vez unida al receptor
es menor, como se observa por fluorimetria (Lockhart el aL, 1978), (Tabla 10). Estos resultados se
confirman mediante observación microscópica, dado que la unión de ABP marcada es de 769/o
mientras con SA marcada es de 88% aproximadamente. Las reacciones cruzadas revelan una alta
capacidad de desplazamiento por parte de la SA (81,3%) y muy baja para la ABP (25%). La unión de
las isoforinas de arginasa modifican la actividad enzimática del receptor anulándola totalmente (Fig.
54), pero no el sitio de unión, puesto que no existen diferencias significativas entre el porcentaje de
fluorescencia obtenido cuando se une la SA marcada directaniene o después de la unión de ABP.
Posibles modificaciones podrían ocurrir tras la unión de SA (Tabla 11 y 12). El cambio de N-acetil-D-
glucosamina por galactosa puede explicar la mayor afinidad del receptor hacia la SA.. La unión podría
ser similar a la adhesión de Bradyrhizobium japonicum a la raiz de soja a través de una proteína de
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pared de peso molecular 39 kDa (Ho el al., 1990), específica de galactosa (Smith y Wollum, 1993).
Muchos, son los ejemplos de especificidad a homopolimeros o heteromeros de galactosa en e] reino
vegetal CHicha el al., 1993; Yamaguchi eta!., 1993; Mo el aL, 1994) e incluso Boucias y Pendland,
(1993) purifican una glicoproteina específica de galactosa de Spodoplera exigua. En este caso, de la
ureasa glicosilada de pared, parece que tiene una mayor afinidad hacia un hetetómero de galactosa
(glucosa+galactosa) que hacia un heterómero de N-acetil-glucosamina (glucosa+N-acetil-glucosamina.
Por otra parte, cuando las isolectinas penetran en el interior del fotobionte, posiblemente por
endocitosís (lonas el aL, 1992), se produce un aumento de la concentración de putrescina libre, en
presencia de arginina, aumento que no se observa ni en el control ni en las células que presentaban el
receptor en pared (Fig. 50). Incluso la entrada de SA provoca un aumento considerable de putrescina
conjugada a macromoléculas insolubles en agua (Fig. 51). P¿r otra parte, variaciónes en el nivel de
espermidina se observan en la fracción SH en todos los tratamiento respecto al control que no parecen
depender de la presencia o ausencia de ABP o SA (Fig. 52). Sorprendentemente, la PH-putrescina
parece ser dependiente del suplemento de arginina además de la propia capacidad enzimática de las
isolectinas, mientras que el incremento de PH-espermidina parece depender de urea (Fig. 51). (iluarino
y Cohen (1979 a y b) encuentran que un incremento en la cantidad de putrescina causa la muerte de
cianobacterias. Vicente y Legaz (1983) describen un rápido blanqueamiento de los talos al adicionar
putrescina al medio de cultivo. Cheng el al (1984) describen una activación en la degradación de
clorofilas por poliaminas en hojas cortadas de roz, La acumulación de polianiinas también causa la
muerte de células animales en cultivo (Mitchell eta!?, 1992; Parchment, 1993). David y Ristow (1989,
1991) describen la inhibición del crecimiento de N grassa por polianiinas. Sin embargo, existen
numerosos artículos que describen como las polianiinas previenen la senescencia (Birecka el al 1991;
Evans y Malmberg, 1989; Slocu.m el al?, 1984) y organizan el cloroplasto (Besford eta!,, 1993) en
plantas superiores. En la hepática Marchanfiapolymorpha se observa un aumento concomitante de la
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concentración de putrescina y de clorofila (Stanislaus y Maravolo, 1994). La valoración de clorofilas
endógena tras los tratamientos descritos en fotobiontes de X par/etna no reveló la aparición de
productos de degradación ni un aumento en ]a actividad clorofilasa consecuencia de la entrada de las
isolectinas y del aumento de putrescina (Fig. 53).
No existen muchos trabajos que establezcan una correlación directa entra el incremento en la
concentración de putrescina y modificaciones a nivel estructural. Sin embargo, el efecto más inmediato
observado cuando ABP penetraba en los fotobiontes que fue la disminución de la concentración de
clorofilas (Fig. 15), puede relacionarse con la rotura de paredes del fotobionte en los talos (Fig. 28 y
29). Estos resultados se confirmaron con las isolectinas puras cuando éstas fueron incubadas con
fotobiontes no inducidos (Figs. 56.D, E, F y 57.D, E y F) frente a fotobiontes inducidos (Fig. 56.C y
57.C) y a los controles (Fig. 56k, E y 57.A y B). La rotura de paredes iba seguida~ por la pérdida del
contenido citoplasmático, formación de fantasmas y, como consecuencia, disminución de la
concentración de clorofilas e incluso degradación posterior de la misma. Por otra parte, la valoración de
actividad glucanasa reveló un aumento en la actividad de esta enzima a nivel intracelular concomitante
con el aumento de putrescina consecuencia de la entrada de las isolectinas que no se observó en
presencia del receptor especifico de pared (iFig. 58). La urea no produjo ningún efecto activador en la
glucanasa. El efecto de la putrescina parece inhibitorio a bajas concentraciones, desinhibiéndose la
actividad enzimática al aumentar la concentración. Resultados previamente descritos demuestran que la
putrescina puede activar enzimas degradativas (Escribano y Legaz, 1985). Otra explicación posible
seria la síntesis de novo de glucanasa aunque los resultados con glucanasa comercial y e~ctractos
celulares soportan más la primera hipótesis (Fig. 59).
En relación con esta teoría, Escribano y Legaz, (1988) publicaron que el porcentaje de
putrescina libre en fotobiontes de E. pn¿na~tfl era muy bajo (0,62% del total). Esta pequeña cantidad
de putrescina seda sintetizada en condiciones normales a partir de arginina a pH neutro por
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descarboxilación de] aminoácido por una arginina descarboxilada localizada preferentemente en el alga
(Lega.z y Vicente, 1981). Sin embargo, la putrescina del hongo es secuencialmente producida a pH
alcalino por una arginasa y una ornitina descarboxilasa, la cual se localiza fUndamentalmente en el
patrón tUngico (Legaz, 1985, 1991). El aporte de arginina exógena puede mimetizar una situación en la
cual una parte del aminoácido que contiene el talo liquénico (Legaz el al., 1986> pueda entrar en las
algas después de su rehidratación. Efectivamente, el fotobionte de Y parielina triplica el contenido de
arginina después de incubarse en arginina 28 mM (Hg. 14). Esta cantidad de arginina puede
incrementar en si misma la cantidad de putrescina, aunque sea lentamente descarboxilada por la arginina
descarboxilasa del fotobionte. Sin embargo, puede ser rápidamente hidrolizada por distintas isoformas
de arginasa, dado que la afinidad por el sustrato es 60 veces superior para la arginasa que para la
descarboxilasa (Planelles y Legaz, 1987; Vicente y Legaz, 1981). Esto sólamente puede ocurrir cuando
el receptor de pared no está presente, es decir> cuando no se detecta actividad ureasa en pared como
demostramos anteriormente.
Por tanto, las isolectinas purificadas del liquen X parietina deben ser isoformas de arginasa de
origen flangico. Estas glicoproteinas son capaces de incrementar el nivel de putrescina libre y conjugada
a macromoléculas insolubles en agua cuando penetran en el fotobionte. Es decir, no son retenidas en
pared por presencia de un receptor específico con actividad ureasa, Como consecuencia, se observan
alteraciones estructurales que finalizan con la rotura de pared del fotobionte y el desequilibrio en la
simbiosis, acontecimientos que están correlacionados con el aumento en la actividad glucanasa. Estos
resultados están de acuerdo con la correlación bien conocida entre la putrescina y la infectividad fungica
(Rajam eta!, 1985; Wesí y Walter, 1988; 1989).
En relación con la capacidad de unión de la lectinas sintetizadas por el micobionte al fotobionte,
Bub¡ick y Galun (1980) y Marx y Peveling (1983) proponen la necesidad de que los fotobiontes hayan
sido aislados y cultivados aposimbióticamente en cultivo axénico, El aislamiento y cultivo del fotobionte
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en estas condicioens (Stocker-Wórgótten y Túrk, 1989) permiten la obtención de una población
heterogenea sin contaminaciones (Figs. 61-64) con un gran número de aplanosporangios y autosporas
(Fig. 63 y 64). Este comportamiento de división y desarrollo de las algas aisladas es completamente
diferente a las observaciones en talo completo donde rara vez se observaron aplanosporangios (Fig. 11)
y donde el tamaño de la población estaba fundamentalmente formada por célula&de pequeño tamaño
(10-200 mm2, Fig. 12). Esta diferencia puede explicarse como consecuencia de la presencia del
fotobionte (Honegger, 1991) debido al efecto ficocida de los fenoles (Avalos y Vicente, 1987)o quizás
a la actividad arginasa de estas isolectinas que conducen al deterioro y muerte de las células que no
presentan receptores en pared. La presencia de estos receptores va a depender del estado fisiológico de
las células, como se apuntaba anteriormente (Marx y Peveling, 1983; Kardish el al?, 1991), así como a
las condiciones de ensayo. Por ejemplo, una mayor o menor concentración dé urea que puede
mimetizar condiciones ambientales, dado que este hecho depende de condiciones externas, como el
sustrado donde se desarrolla el liquen, rehidratación, etc (Rodriguez y Vicente, 1991). Igualmente, la
presencia de urea en los talos va a depender de los propios mecanismos internos de regulación
metabólica de la ureasa (Legaz y Vicente, 1989). Los fotobiontes en cultivo y división mostraron la
presencia de algas del género Trebauxia en división vegetativa (Ng. 62, 63 y 64) y del género
Pseudoírebauxia (Fig. 64) en división no vegetativa de acuerdo con Alimadjian, (1982). Los
trebouxoides que no fueron incubados en urea previamente presentaron rotura de paredes 30 min
después de la incubación con la isolectina-arginasa segregable (Fig. 66-68), formándose protoplastos y
fantasmas y observándose una clara pérdida del contenido citoplasmático al medio de cultivo. Estos
datos están de acuerdo con los obtenidos en fotobiontes recien aislados al incubarlos con SA (Fig. 57).
Sin embargo, en este caso el número de células dalladas es mayor y el tiempo de incubación necesario
para observar las primeros daños se reduce considerablemente, de 5h en el caso de los fotobiontes
recién aislados a 30 mm para los trebouxoídes en cultivo. Las observaciones al microscopio electrónico
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de los talos con un tratamiento similar revelaron que estos daños se observaron 1 8h después del
tratamiento con lectina intratalina (Figs. 28 y 29). Estos resultados están de acuerdo con las teorías de
coevolución y virulencia del micobionte en X parietina , expuestas por Ahmadjian (1987), puesto que
el primer contacto entre los biontes puede conducir a la muerte celular si estas células no son capaces
de desarrollar el receptor especifico en pared. Cuando los trebouxoides presentaroñ ureasa en pared las
células no mostraron daños aparentes tal como ocurre con fotobiontes recién aislados (Fig. 69-71).
Igualmente, la unión de la SA y su receptor inhibe la actividad ureasa en pared tal como ocurría con
fotobiontes aislados e inducidos (Fig. 55). En los casos en que la células fUeron dañadas, no se observó
actividad ureasa en pared (Fig. 65). Estos resultados están de acuerodo con los obtenidos por Stocker-
Wórgótten y Túrk (1989), puesto que tos intentos de resíntesis con biontes de X parietina sólo
llegaron a los primeros estados de pre-escuamula a partir del cual la resintesis abonaba. En contraste
con lo descrito por Bubrick y Galun (1980), sólo se observó fluorescencia amarillo-verdosa
consecuencia de la unión de las isolectinas marcadas cuando los cultivos se incubaron con urea (Tabla
13) y por tanto, tenían ureasa en pared (Fig. 65). Cuando las glicoproteinas eran susceptibles de
penetrar en la célula se observaba cierta fluorescencia amarilla-verdosa posiblemente consecuencia de
las alteraciones moleculares provocadas por las isolectinas de arginasa (Kauppi, 1980; Holopainen y
Kauppi, 1989). Por otra parte, la presencia en cultivo de EDTA no parece favorecer la unión de ABP
marcada, es decir, estas isolectinas no dependerían de iones metálicos (Bubrick el aL, 1985). La
presencia de urea 8 M durante 1 h en los cultivos (Bubrick el al?, 1985) no favorece la unión de la
lectina tbngica posiblemente porque estas concentraciones son extremadamente algas y pueden ser
tóxicas o inhibir la secreción de urea,
Por tanto, los resulados revelan que los cultivos de trebouxoides de X parielina de dos meses
no presentan el receptor de pared si no son inducidos en urea previamente. Además, los efectos de ABP
o SA son más drásticos y tóxico sobre fotobiontes en cultivo que sobre fotobiontes reden aislados o en
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talo. El marcado desarrollo celular y el elevado número de células en división en cultivo aposimbiótico





Los resultados anteriormente expuestos, permiten llegar a una serie de conclusiones que, junto
con la información bibliogr&fica precedente, permiten elaborar una teoría que explique la importancia
fisiológica de estas isolectinas en la simbiosis liquánica y en resintesis o reproducción sexual. Los
conclusiones principales en que se apoya dicha teoría se indica a continuación: -
1.- El liquen X parietina es capaz de sintetizar diferentes isoformas de arginasa constitutivas,
una de ellas glicosilada y la otra no glicosidica.
2.- Dos proteínas glicosiladas con actividad arginasa han sido descritas como isolectinas dada
su alta homologia en la composición aminoacídica y su acción hemaglutinante y ficoaglutinante.
Ambas proteínas de naturaleza acídica tienen un peso molecular de 58,6 kDa. Sin embargo, la
composición del resto glicosidico es diferente. La arginasa segregable (SA),’ muestra 16 restos
de D-glucosa y 16 restos de N-Acetil-D-glucosamina. La arginasa intratalina (ABP) muestra II
restos de D-galactosa y 27 restos de D-glucosa.
3.- Ambas proteínas son de naturaleza fúngica y tienen distinta localización en el talo: ABP está
localizada en la pared del hongo mientras que SA es segregada al medio.
4.- El alga que constituye el autobionte de la simbiosis es capaz de segregar ureasa en presencia
de urea y retener esta actividad en pared.
5.- El inductor no provocadaños estructurales ni a nivel óptico ni electrónico.
6.- Esta proteína glicosilada con actividad ureasa es capaz de actuar como receptor de ambas
isolectinas.
7.- Una de las isolectinas, ABP, descrita tradicionalmente como una molécula de
reconocimiento es capaz de unirse a fotobiontes alejados filogenéticamente del endosimbionte
propio, si éstos ha sido inducido con urea.
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8.- Ambas lectinas tienen diferente afinidad por el receptor, teniendo SA una mayor capacidad
de desplazamiento sobre ABP que en el caos inverso.
9.~ El fotobionte es susceptible de absorber arginina del medio, triplicando la concentración
endógena de este aminoácido.
10.- ABP y SA pueden entrar en el fotobionte activando la ruta de hidrólisis de arginina y
síntesis de poliaminas. De hecho, como resultado de ]a entrada de SA se produce un aumento
de putrescina libre y conjugada a macromoléculas insolubles en agua y la entrada de ABP
conlíeva un aumento de putrescina libre
11.- El incremento en la concentración de esta poliamina favorece la actuación de enzimas
degradativas, tales como glucanasas pero no de clorofilasa,
12.- Las observaciones a nivel celular, como resultado de estas modificaciones metabólicas,
son:
12.1. Desequilibrios en la simbiosis como consecuencia de la rotura de paredes,
desarrollo de haustorios intracelulares e iiffectividad bacteriana después de 18 horas de
tratamiento,
12.2. Rotura de paredes del fotobionte y perdida del contenido citoplasmático despues
de 5 horas de tratamiento.
12.3. El mismo efecto se observa en fotobiontes cultivados pero sólo con 30 minutos de
incubación,
13.-La retención de las isolectinas en pared como consecuencia de la unión al receptor
enzimático anula estos efectos,
14,-Cultivos del fotobionte aislado de X parietina en condiciones axénicas durante dos mes no




15 -Marcado desarrollo y elevado número de células en división en cultivo
aposimbionte asincrónico frente a endosimbiontes recien aislados como consecuencia




La presencia de un único receptor en la pared algal y dos isolectinas fungicas puede explicar un
mecanismo molecular de defensa-ataque atenuado.
Puesto que ABP es una proteína que no se segrega al medio, desde el punto de vista fisiológico
no provocaría alteraciones metabólicas o estructurales consecuencia de la entrada de la proteína en el
fotobionte, por tanto, estaría unida a su receptor dependiendo de las condiciones ambientales,
metabólicas y fisiológicas (Marx y Peveling, 1983, Kardish eta!., 1991, Rodriguezy Vicente, 1991).
La hipotética existencia de dos receptores específicos para cada isolectina reduciría la
interrelación a nivel de estos receptores a dos posibles situaciones:
1.-La secreción de SA. en presencia del receptor. En este caso la glicoproteina quedaría retenida
en pared de manera que la capacidad infectiva del hongo se reduciría totalmente.
2.-La secreción de SA en ausencia del recepto. Como consecuencia, to’das las moléculas
segregadas serían capaces de penetrar provocando daños metabolicos y estructurales
irreversibles similares a los observados experimentalmente. En este caso, la situación se
asemejaría a una interacción entre un patógeno virulento y su huésped.
Considerando la “vocación” parasitaria del componente tUngico, la presencia de un sólo
receptor en pared capaz de unirse a dos isolectinas con actividad arginasa puede haber sido una
combinación favorecida por la selección natural en los procesos de coevolución de los simbiontes.
Analizaremos la situación desde dos puntos de vista.
1.-Estado simbiótico
En el talo liquénico el hongo y el alga están íntimamente unidos (Honegger, 1991) por lo que
ABP podría estarunida al receptor dependiendo de la presencia o no de este último en la pared
del alga. Tal como exponíamos en el caso hipotético anterior, esto depende de condiciones
ambientales, metabólicas y fisiológicas. La secreción de arginasa al medio intercelular,
dependiendo del estado de hidratacióny concentración de arginina en talo (Legaz el al., 1986),
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podría conducir a la muerte del fotobionte si esta isolectina no fuera retenida en pared. En este
caso, el comportamiento del micobionte seria virulento. Si el receptor estuviera en pared, muy
posiblemente estaría bloqueado por ALRP de tal manera que si SA no fiera capaz de unirse a
este receptor, la situación sería similar a las anteriores: es decir, todas las moléculas de SA
entrarían en el fotobionte. Sin embargo, SA tiene una alta afinidad por el leceptor desplazando
la mayor parte de las moléculas de ABP. Se trataría, por tanto, de un mecanismo de defensa por
parte del alga. No obstante, no todas las moléculas de ABP serian desplazadas (aunque si la
mayoría dada la alta afinidad de SA por el receptor) y parte de SA podría entrar en el
fotobionte, Al reducir la cantidad de SA captada por el alga, el efecto patógeno disminuiría de
forma que el efecto letal seda sustituido por un mecanismo de control en el que el efecto
parasitario estaría atenuado, La síntesis de nuevas moléculas de ABP (ó las ya presentes)
podrían desplazar a SA; sin embargo, su afinidad por el receptor es mucho menor liberando un
menor número de moléculas de SA. Por otra parte, la unión de SA-receptor o ABP-receptor
intibe la actividad arginasa totalmente. Es posible, por tanto, que la unión ligando receptor
conduzca a cambios conformacionales en el centro activo de la isolectina anulando su efecto
tóxico.
2.-Estado de resintesis. Reproducción sexual.
Tal como ocurre en otras asociaciones hongo-huésped la capacidad de secreción de ciertas
enzimas degradativas del componente fungico es muy temprana aproximadamente 2 mm
(Nicholson eta!,, 1988). Las primeras moléculas de SA podrían matar al fotobionte en ausencia
del receptor de pared. La entrada de SA provocada un aumento en la concentración de
poliaminas con el consiguiente incremento en la actividad glucanasa, provocando muerte celular
en los primeros 30 minutos del contacto debido a la virulencia del hongo (Ahmadjian, 1987). Si
bien la reproducción sexual parece posible en X parletina (Ott, 1987 a y b) siendo
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especialmente importante en los procesos evolutivos (Fashelt, 1991). En este sentido, sólo se
han observado haustorios intracelulares en el liquenX parlefina en los primeros estadios de la
resíntesis (Brubrick y Galun, 1986); además, en general, el éxito de las resíntesis se reduce
fundamentalmente por la muerte del fotobionte en los estadios tempranos como consecuencia
de la vilurencia del hongo (Ahdmajian, 1987). Sólo aquellas algas capacesde detener el ataque
enzimático continuarían el proceso de resintesis, es decir, aquellas que habiendo
coevolucionado con el hongo hayan desarrollado los mecanismos moleculares de regulación y
atenuación adecuados. La posterior interacción estrecha entre alga y hongo para formar las
primeras escuámulas podrían desplazar la SA estableciéndose un mecanismo de equilibrio
similar al descrito para el estado de simbiosis.
Las lectinas son proteinas conservadas desde el punto de vista genético y por tanto, con un
importante papel fisiológico (enzimático o estructural). Shannon y Hankins (1981) defienden la teoría
de que las isolectinas son sintetizadas por genes procedentes de un gen ancestral común por duplicación
y posterior diferenciación. La presencia de dos isolectinas con la misma actividad enzimática apoya esta
hipótesis. Por otra parte, una [incafúngica con ambas isoformas y que desarrollara un mecanismo de
ataque atenuado como el descrito presentaría una mayor eficacia biológica que aquellos con una única
molécula con actividad arginasa que mostrara un comportamiento de ataque virulento, puesto que
conduciría a la muerte del parásito. Igualmente, la selección natural favorecería aquellas lineas algales
que, desarrollando un único receptor capaz de unirse a dos isolectinas fi~ngicas potencialmente tóxicas,
favorecieran mecanismos de defensa.
Por otra parte, la presencia de actividades enzimáticas en pared y segregables tales como ureasa
y arginasa pueden ser eslabones de un complejo mecanismo de regulación metabólico. La unión de
ambas proteínas inhibe sus respectivas actividades enzimática de forma que se produce un aumento de
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